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Kapitel 1

Einleitung und Grundlagen

Sam Keyser war erst zehn Monate alt, da erfuhren seine Eltern, dass er
Leukédmie hatte. Seine Schwester Wendy — noch keine vier Jahre alt — be-
griff, dass ihr Briiderchen eines Tages sterben wiirde. Ihre Mutter konnte von
Anfang an offen mit ihr dariiber sprechen. Sie hat diese Zwiegesprache in

einem Tagebuch aufgezeichnet:

“Seit dem Riickfall wirken die Medikament nicht mehr. Ich sage Wendy, dass
Sam bald sterben wird. Dann werde ich mehr Zeit fiir sie haben, und wir
werden nicht mehr so miide sein, aber Sam wird uns fehlen. Ich erklire ihr,
dass sein Kérper verbraucht ist und verbrannt werden muss, und dass wir
seine Asche fiir immer aufbewahren werden. Ich habe fiir nichts mehr Kraft,
nur noch fiir Sam. Wendy wird mit meinen Eltern verreisen. Ich sag ihr, dass

Sammy sterben wird, bevor sie wiederkommt.

Ich rute Wendy an, um ihr zu sagen, dass Sam gestorben ist. »Wie war das,

Mami?< > FEs sah wie eine schwere Arbeit aus, aber er hat sie gut geschafft.<”

MARTY KEYSER [18]

Sterben ist Arbeit. So beschreibt dies auch S.B. NULAND in seinem Buch “Wie wir
sterben”. Er sagt: “Beim Sterben ... beherrscht die eine bedriickende Tatsache der tod-
bringenden Krankheit alles. Wenn bei Sterbenden dennoch von Friede und manchmal
auch von Freude die Rede sein kann, dann ist damit die Stunde der Erlésung gemeint.
In diesem Sinn ist der Tod oft friedvoll und sogar wiirdevoll, fiir das Sterben gilt dies
selten.” [32]. Die Aussage gilt im Wesentlichen fiir das Absterben des Organismus ‘von
innen heraus’ und nicht fiir einen plotzlichen, gewaltsamen Tod von auflen.

Wie ein Gesamtorganismus — insbesondere ein Mensch — eines gewaltsamen Todes

(z.B. durch Unfall, Gift oder Waffe) sterben oder durch innere Prozesse (z.B. Krankheit,
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Alter oder Gendefekt) zum Erliegen kommen kann, so gilt dies entsprechend auch fiir
die Zellen — die Bausteine allen Lebens. Der durch duflere Gewalteinwirkung verursachte
Tod einer Zelle wird als Nekrose bezeichnet. Charakteristisch dafiir ist ein Zusammen-
bruch des Energiestoffwechsels der betroffenen Zelle mit Verlust des Membranpotenti-
als und konsekutivem Wassereinstrom [8]. Die daraus resultierende Zellschwellung fiihrt
schliellich zur Lyse der Zelle, bei der cytoplasmatische und nukledre Bestandteile in
die Umgebung freigesetzt werden. Als Folge davon kommt es zur Entziindungsreaktion
des umliegenden Gewebes [8, 11]. Erst in den frithen 70er Jahren des 20. Jahrhunderts
wurde eine weitere natiirliche Form des Zellunterganges in multizelluliren Organismen

beschrieben, die den Namen ‘Apoptose’’ erhalten hat.

1.1 Apoptose als Form des Zelltodes

Die Apoptose stellt als physiologische Form des Zellunterganges einen aktiven — also mit
‘Arbeit’ verbundenen — und damit energieabhéngigen Prozess einer Zelle dar [16]. Sie lduft
— vergleichbar mit dem ‘Herunterfahren’ eines Computers (statt einfach den Stecker zu
ziehen) — nach einem festgelegten Programm ab und wird daher auch als programmierter
Zelltod bezeichnet. Dieses (in der Regel von auflerhalb der Zelle angestoflene) ‘Selbst-
mordprogramm’ fithrt zu charakteristischen Verdnderungen der Zelle [6]: Morphologisch
gesehen schrumpft die Zelle, das Chromatin kondensiert stirker und der Kern zerfillt in
mehrere Fragmente. Die Zellmembran stiilpt sich blasenférmig aus, und die Zelle 16st sich
schliefflich in viele kleine, membranumhiillte Vesikel, die sog. ‘apoptotic bodies’, auf. Diese
werden dann vom umliegenden Gewebe aufgenommen und ohne Entziindungszeichen ab-
gebaut. Biochemisch gesehen liegen diesem Vorgang mehr oder minder spezifische Abliufe
und Verdnderungen innerhalb der Zelle zu Grunde [6]: Eine Aktivierung von Cystein-
Proteasen, sog. Caspasen, fithrt unter anderem zum Abbau von Strukturproteinen, was
wiederum die mikroskopisch sichtbaren Verdnderungen bedingt. Fine Quervernetzung
von Proteinen durch Aktivierung von Transglutaminasen fithrt zur Stabilitdtserhdhung
der Zellmembran und unterstiitzt so die Bildung der ‘apoptotic bodies’. Charakteristisch
(aber nicht spezifisch) ist der DNA-Abbau in zunéichst 50-300 Kilobasen grofie Stiicke,
die dann durch aktivierte Endonukleasen in DNA-Segmente gespalten werden, die ein

Vielfaches von 180-200 Basenpaaren messen. Da die Schnittstellen dabei jeweils zwischen

LaronTos bzw. arominTew (griechisch): unsichtbar bzw. abfallen
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zwei Nukleosomen liegen, entsteht dadurch eine sog. ‘DN A-Leiter’. In der Phospholi-
piddoppelschicht der Zellmembran werden Phosphatidylserine, die sich normalerweise
auf der Innenseite der Plasmamembran befinden, auf die Auflenseite transloziert (‘um-
geklappt’). Diese speziellen Phospholipide erlauben eine frithe Erkennung apoptotischer
Zellen durch Makrophagen oder andere Nachbarzellen (sowie durch geeignete Farbeme-
thoden [sieche Abschnitt 2, S. 15]) und stimulieren diese zur Phagozytose der unterge-
henden Zelle [siche Abb. 1.1]. Dadurch wird die Freisetzung zytosolischen oder nukleéren
Inhaltes verhindert, und das Entstehen einer lokalen Entziindungsreaktion vermieden. In
diesem Sinne stellt die Apoptose eine fiir den Gesamtorganismus schonende und damit

physiologische Form des Zelltodes dar.

Abbildung 1.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer in Apoptose befindlichen Epithelzel-
le des Kaninchenendometriums [23]. 1—Kernfragmentation, 2—Phagozytose durch Makrophage.

1.1.1 Auslésemechanismen der Apoptose

Die Griinde fiir das Aufrufen des Apoptoseprogrammes sind vielfiltig. Zum einen kann
das Fehlen fordernder Einfliilsse von auflen, z.B. in Form geeigneter Cytokine oder
Wachstumsfaktoren, zum Uberwiegen pro-apoptotischer Faktoren (z.B. aus der Bcl-

2-Familie?) im Bereich der Mitochondrienmembran fiihren. Dies 16st die Freisetzung von

’Fiir weitere Ausfiihrungen siehe [11].
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Cytochrom ¢ aus und stofit so die proteolytische Kaskade der Apoptose an. Beispiele fiir
diesen Vorgang sind unter anderem beim Untergang von Neuronen in der Entwicklung
des Gehirns [6] oder bei der embryonalen Entstehung der Finger aus der Handplatte [24]
zu finden.

Auch unphysiologische, gentoxische Einfliisse wie Strahlung, freie Radikale oder
Chemotherapeutika, die zu einer Schidigung der DNA fiithren, kénnen den physiologi-
schen Zelluntergang auslésen. Eine zentrale Rolle in diesem Geschehen spielt dann das
Produkt des sog. Tumorsuppressorgens pb3. Es fithrt zunéichst zu einem Arrest des Zell-
zyklus, um eine mogliche DNA-Reparatur zu erlauben. Schligt diese fehl, wird durch p53
die Apoptose ausgelost®. Ein Defekt des p53-Gens und damit seiner Funktion ist oft ein
entscheidender Schritt in der Cancerogenese.

Zytotoxische T-Zellen kénnen gleichfalls die Apoptose einer Zielzelle einleiten. Da-
zu ist die spezifische Identifizierung einer Korperzelle als Zielobjekt notwendig. Antigene,
die z.B. von Viren oder anderen intrazelluliren Erregern stammen, welche die Zielzelle
befallen haben, werden an der Oberfliche iiber MHC-I-Molekiile prisentiert und vom
spezifischen T-Zell-Rezeptor der CD8-positiven T-Killerzelle erkannt. Der Hauptmecha-
nismus besteht dann in der Freisetzung von Cytotoxinen, welche aus sog. Perforinen bzw.
aus speziellen Proteasen bestehen. Erstere polymerisieren und bilden durch Einlagerung
in die Zellmembran der Zielzelle Poren, durch die dann die als Granzyme bezeichneten
Proteasen in die Zielzelle eindringen kénnen. Dort aktivieren letztere schliefilich direkt
Caspasen und stofen so die letzten Schritte der Apoptose an*. Die gezielte Eliminierung
infizierter Koérperzellen dimmt die Ausbreitung der Erreger ein und dient damit dem
Uberleben des Gesamtorganismus.

Eine spezifische Ligand-Rezeptor-Interaktion auf der Oberfliche einer Koérperzel-
le (z.B. eine Epithel- oder T-Zelle) stellt einen weiteren moglichen Auslésemechanismus
der Apoptose dar. Die homologe Trimerisierung von Mitgliedern aus der Familie der
Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNF-Rezeptoren), die durch Bindung eines geeigne-
ten Liganden entsteht, fithrt zur cytoplasmatischen Anlagerung eines Adapterproteins.
Durch die sog. Todesdoméne (‘death domain’) eines solchen Adapterproteins wird dann
die Kaskade der Caspasen ausgelost (iiber autokatalytische Aktivierung nach Bindung

der Procaspase 8) [6]. Wichtige Beispiele aus der TNF-Rezeptorfamilie sind dabei der

Fiir weitere Einzelheiten siche S. 290 ff in [6].
*Fiir weitere Einzelheiten siehe [13], insbesondere S. 271-276.
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TNF-Rezeptor 1 (TNFR1)%, der Fas-Rezeptor (= CD95 = APO-1) und auch der Rezep-
tor CD40 [13]. Fas wird auf vielen Zelllinien exprimiert und fithrt durch die Bindung des
Fas-Liganden (FasL = CD95L), welcher hauptsichlich von T-Zellen gebildet wird [13, S.
552], iiber den gerade beschriebenen Mechanismus zur Apoptose der Fas-tragenden Zel-
le. T-Killerzellen nutzen diesen Mechanismus zusétzlich zu dem beschriebenen Hauptweg
iiber Perforine und Granzyme zur Elimination ihrer Zielzellen.

T-Lymphozyten machen wihren ihres Reifungsprozesses im Thymus unterschiedli-
che Phasen durch und miissen dabei unter anderem die sog. negative Selektion iiber-
stehen. Dabei werden autoreaktive T-Zellen eliminiert, die iiber ihren spezifischen T-
Zell-Rezeptor korpereigene Strukturen erkennen. Als Mechanismus dieser Elimination
wird die in diesem Fall zu starke Stimulation iiber den T-Zell-Rezeptor — also die Ak-
tivierung der unreifen T-Zelle — angenommen. Nach neuesten Erkenntnissen sind pro-
apoptotische Faktoren der Bcl-2-Familie (z.B. Bim = ‘Bcl-2-interacting mediator of cell
death’) im weiteren — im Detail noch unklaren — Ablauf des so induzierten Zelltodes
involviert [4, 50]. Man spricht in diesem Zusammenhang vom ‘activation-induced cell
death’ oder kurz AICD der T-Lymphozyten. Bei peripheren T-Zellen liduft der AICD
iiber eine verstirkte Expression des Fas-Liganden und den ebenfalls zelleigenen Rezep-
tor Fas ab [30]. Der AICD — als Sonderform der Apoptose — dient so bei Lymphozyten
der Beendigung einer Immunreaktion zur Homoostase des Immunsystems [14] oder der

peripheren T-Zell-Toleranz bei fehlender Ko-Stimulation [13, S. 257].

1.1.2 Regulation und Ablauf des AICD in T-Helfer-Zellen

Zur Beschreibung des Ablaufes und der Regulation des AICD in CD4-positiven T-Helfer-
Zellen liegen bisher nur bruchstiickhafte Daten und Erkenntnisse vor, so dass die nun
folgende Darstellung hypothetischen Charakter haben muss und als Modellvorstellung
verstanden werden sollte®. Es liegt dabei nahe, zunichst den Ablauf der Aktivierung
einer T-Helfer-Zelle (CD4-positiv) darzulegen (siehe Abbildung 1.2).

Zentrale Bedeutung kommt dabei dem T-Zell-Rezeptor (TCR) zu, der spezifisch die

Aminosiurensequenz eines Antigenbruchstiickes (AG) binden und damit erkennen kann.

"Unter gewissen Umstinden kann iiber TNFR1 unter Rekrutierung anderer Adapterproteine eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB erfolgen, welcher ein Uberlebenssignal der Zelle darstellt.
Siehe dazu S. 23 f in [6].

SEine detailliertere Beschreibung ist dem Anhang A.1 zu entnehmen. Im laufenden Text wir nur auf
die fiir das weitere Verstdndnis notwendigen Einzelheiten eingegangen.
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Dieses muss der T-Helfer-Zelle auf einem MHC-II-Molekiil an der Oberfliche einer pro-
fessionellen Antigen-prisentierenden Zelle (APC: dendritische Zelle, B-Zelle, Makropha-
ge) prasentiert werden. Die T-Helfer-Zelle bindet dabei definitionsgemafi das MHC-II-
Molekiil unspezifisch aber zeitgleich zusétzlich iiber seinen CD4-Komplex im Sinne eines
Korezeptors. Da der T-Zell-Rezeptor keinen wesentlichen zytosolischen Anteil besitzt,
erfolgt die Weiterleitung des Stimulationssignals iiber den mit ihm assoziierten CD3-
Komplex. Die Aktivierung der CD3-Einheit erfolgt dabei iiber extrazelluliren Kontakt
mit dem T-Zell-Rezeptor und ist somit einer (unphysiologischen) Stimulierung iiber An-
tikorper (Anti-CD3-AK = aCD3) zuginglich. Die durch Aktivierung von CD3 ausgelste
Signalkaskade gipfelt in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (z.B. NFAT 7), die
nach Translokation in den Kern zur Expression entsprechender Gene (z.B. Interleukin 2 =
IL-2 8, FasL) fithren. Speziell die Produktion von IL-2, das initial zur Aktivierung der T-
Zelle fiihrt (autokrin, parakrin), wird dabei durch die Ko-Stimulation iiber CD28 (mittels
B7 von derselben APC aus!) mafigeblich unterstiitzt. Die apoptoseauslosende Wirkung
des Fas-Liganden wird dabei (zumindest anféinglich) durch den antiapoptotischen Fak-
tor Bcl-x;? antagonisiert, dessen Expression ebenfalls durch das kostimulatorische Signal
(CD28) bewirkt wird [31, 17].

Das Cytokin IL-2 kann zwar einerseits die Expression des antiapoptotischen Faktors
Bcl-2 [11] induzieren [57] und damit zum Uberleben der T-Zelle beitragen'?. Unter ande-
ren Umsténden (z.B. hoher IL-2-Level [57] bzw. repetitive TCR-Stimulation [26]) bewirkt
IL-2 aber auch das Gegenteil und fordert iiber FasL-Hochregulierung!!' die Apoptose und
bewirkt so den AICD. Artifiziell kann das Apoptoseprogramm auch direkt mittels ei-
nes stimulierenden Antikorpers (Anti-Fas-AK = aFas) gegen den Rezeptor Fas ausgelost

werden.

T Abkiirzung fiir ‘nuclear factor of activated T-cells’, Niheres dazu im folgenden Kapitel.

8Bzgl. dieser und weiterer Abkiirzungen im Text siehe das entsprechende Verzeichnis im Anhang C.

“Bel-x1, gehort zur Bel-2-Familie, siehe dazu [11].

1%Bcl-2 bindet Calcineurin (siehe dazu 1.2.1) und verhindert so die nukledire Translokation von NFAT
und damit die Transkription des FasL-Gens [53].

112 B. mittels des Transkriptionsfaktors Stat5 (‘signal trancducers and activators of transcription’) [57].
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Aktivierung und AICD
in T=-Helfer-Zellen

1L-2
Sek-
retion

Stlmullerung

Aktivierung Aktivierung
Translokation

Ko-Stimulierung
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\

akti-

Kern-Kondensation viert
Genom-Abbau C
as-
Bel-x, Bcl-2 H Apoptose X pasen
Zellmembran-Umbau
Zytoskelett-Abbau

Zellmembran

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Ablaufs von Aktivierung und Induktion des AICD
in T-Helfer-Zellen. Beschreibung und Legende siehe Text (bzw. Anhang C).
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1.2 Grundlegendes iiber NFAT-Transkriptionsfaktoren

1.2.1 Die Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren

NFAT-Proteine — ihr Name setzt sich aus den Anfangsbuchstaben von ‘nuclear factor of
activated T cells’ zusammen — bilden eine Familie von Transkriptionsfaktoren, deren Erst-
beschreibung 1988/89 erfolgte'?. Ihre Gemeinsamkeit besteht in einer DNA-bindenden
Domine von ca. 300 Aminosiuren Linge, die innerhalb der Familie ca 70 % Homolo-
gie besitzt und Ahnlichkeiten mit der DNA-Bindungsdoméine von Rel/NF-xB-Faktoren
aufweist, weswegen sie als ‘Rel similarity domain’ (RSD, siehe Abbildung 1.3) bezeich-
net wird [47]. Da NFATS5 in vielerlei Hinsicht eine Sonderstellung einnimmt'3, beziehen
sich die nun folgenden Aussagen im Wesentlichen auf die vier ‘eigentlichen’ Mitglieder
NFATcl - NFATc4 (fiir alternative Bezeichnungen siehe Abbildung 1.3). Diese haben am
N-terminalen Ende eine starke Transaktivierungsdomine (TAD, siehe Abbildung 1.3)
gemeinsam, an die sich jeweils ein regulatorischer Bereich (Reg.) anschliefit. Letzterer
enthilt jeweils drei sog. SP-Motive'*, an denen verschiedene Proteinkinasen sowie die
Proteinphosphatase Calcineurin angreift, deren Aktivitdt Ca2+-abhéngig die Transloka-
tion dieser Faktoren in den Nukleus ermoglicht. Alle NFAT-Faktoren scheinen in unter-
schiedlichen Isoformen (mit zusétzlichen Grobuchstaben am Ende bezeichnet) aufzutre-
ten, die sich sowohl im N- als auch im C-Terminus unterscheiden kénnen und so auch
unterschiedliche zusiitzliche Transaktivierungsdoménen (TAD) aufweisen'® (siehe Abbil-
dung 1.3). Die Aktivitit unterschiedlicher Promotoren entscheidet dabei iiber Splicing
und Synthese der jeweiligen Formen [47].

Die Faktoren NFATcl und NFATc2 werden hauptséchlich in peripheren Lympho-
zyten, speziell in T-Zellen, exprimiert, wo sie eine wichtige funktionelle Rolle spielen
[47, 37, 38, 5]. NFATc3 wird dagegen hauptsichlich in Thymozyten exprimiert, wihrend
NFATc4 in nicht-lymphoiden Zellen exprimiert wird [43, 39].

Es wurden unterschiedliche Zielgene dieser Transkriptionsfaktoren'®

nachgewiesen,
darunter viele Cytokine (IL-2 bis IL-5, Interferon v, TNF«, Granulozyten-Makrophagen-

Koloniestimulierender Faktor) [47], Oberflichenmolekiile (FasL, CD40) [47, 25] sowie

2 Als mogliche Transkriptionsfaktoren aus aktivierten Jurkat-T-Zellen, die den IL-2-Promotor binden
konnen [51, 46].

137 B. besitzt die RSD von NFAT5 nur 40 % Homologie mit den anderen NFAT-Familienmitgliedern.

'4Serin/Prolin-Phosphorylierungsbereiche

'5Niheres dazu siehe z.B. [47, 5].

16oft in Kooperation mit dem Transkriptionsfaktor AP-1
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Die Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren
TAD Reg. RSD Splicing-
N-Terminus SP1-3 DNA-bindend C-Terminus Varianten
NFATc1 we A
NFAT2
NFATc %0 ¢
NFATc2 1064 A
NFAT1 %1’215 2
NFATp
N FATC3 1075 /é
NFAT4 o c
NFATx
NFATcd EE—m o
NFAT3
NFAT5 | E— | ] 1455
NFATz
Ton-EBP
(Langenangabe in Zahl der Aminosauren)

Abbildung 1.3: Uberblick zu Struktur und Bezeichnungen der NFAT-Transkriptionsfaktoren.
TAD = Transaktivierungsdomine, Reg. = regulatorischer Bereich mit SP-Motiven (Serin/Prolin-
Phosphorylierungsbereiche), RSD = ‘Rel similarity domain’ [48].

intrazellulire Signaliibertriger (p56'°*, Egr2, Egr3, NFATcl) [47]. Dabei kommt dem
Faktor NFATcl mehr die Rolle eines positiven, verstirkenden Regulators der Immun-
antwort zu, wohingegen NFATc2 und NFATc3 offenbar eher eine negative, dimpfende
Wirkung auf das Immunsystem besitzen [37]. Diese Einschitzung griindet sich gréfiten-
teils auf die Ergebnisse von sog. Knock-out-Experimenten, bei denen ein oder mehrere

Gene in der Regel in allen Korperzellen eines Lebewesens ausgeschaltet werden.

1.2.2 Der Phinotyp NFAT-defizienter-M&ause

Zur Analyse des Immunsystems hat sich die Maus als Tiermodell durchgesetzt. Daher
wird in der folgenden Tabelle 1.1 der Phinotyp von entsprechenden ‘Knock-out-Méausen’
beschrieben, bei denen durch Inaktivierung in der Keimbahn sowie durch geeignete Kreu-

zungen beide Allele eines Gens ausgeschaltet wurden'”.

""Markiert wird das Fehlen eines aktiven Allels mit hochgestelltem -/4 (=heterozygot) bzw. beider
aktiver Allele mit -/-, wihrend +/+ das Vorliegen beider Allele (= i.d.R. ‘Wildtyp’) des Gens bedeutet.



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN

ABSCHNITT 1.2

Genotyp NFAT Phénotyp Maus
_C/l_ _C/Q_ _C/3_ _Cf_ 12L H?IYF Ii‘ Lymphozyten Apoptose Sonstiges Quelle
e o|lo|O|— — — — — intrauteriner [47, 34]
Fruchttod vor 14.
Gestationstag
wegen Herzfehler
Lymphozyten | =~ { Proliferation | Thymus hypo- [36, 47]
(chimé&re Tiere) | (1) troph
oO|®|O0|O Hyperproliferation Fas-vermittelte Splenomegalie [44]
(T+B), Pri/Hy- Apoptose idem, (>3 Monate),
peraktivierung, FasL ~ Thymusinvoluti-
gesteigerte on verspatet,
Immunantwort Keimzentren
vergroflert
~ = frih] FasL | [12]
spat T (mRNA)
O|O0O|® |0 |~ =~ = Ausreifung |, bei CD4/CD8- [33]
Hyperaktivierung doppelt positiven
Thymozyten
vermehrt, evtl.
AICD von
peripheren
T-Zellen erhdht
cjojo|@| = = = = = unauffilliger [9]
Phénotyp
® |  ® O | O] | 1 Proliferation FasL | periphere [34]
idem, Pri-/ Lymphorgane
Hyperakti- leicht vergrofert
vierung,
Effektorfunktion
der T-Zellen
reduziert
c|le|e® | O] | I 1™ Hyperprolifera- FasL | (mRNA), Splenomegalie, [37]
tion, Pra-/ Fas-vermittelte entziindliche Or-
Hyperakti- Apoptose | ganinfiltrationen
vierung,
CD4/CDs8-
Verhéltnis sinkt
in Lymphknoten
o|o|e || — — — — — intrauteriner [9, 3]
Fruchttod ca. 11.
Gestationstag
wegen defekter
Angiogenese
® | OO | @
elofelol? 7 2 2 ? ? ?
oO|e@ | O | @
O|le|e & — — — — intrauteriner [10]
Fruchttod mit
Defekt der
neuronalen
Entwicklung

Tabelle 1.1: Ubersicht iiber den Phinotyp unterschiedlicher NFAT-knock-out-Miuse. ‘@’ = -
/- = knock-out, ‘O’ = +/+ = Wildtyp des entsprechenden Gens. ‘?’ bzw. ‘|’ bedeuten Zu- bzw.

Abnahme, ‘=" bzw. ‘x’ bedeuten gleich bzw. ungefihr gleich. ‘7’ bzw.

¢

— bedeuten bisher bzw.

prinzipiell unbekannt. Interferon v (INF) bzw. Interleukin 4 (IL-4) ist jeweils charakteristisch fiir
eine T-Helferzell-Antwort vom Typ 1 (Inflammation) bzw. Typ 2 (Helferzellantwort im engeren

Sinne).
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KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.2

Als ‘Doppel’- bzw. ‘Tripel’-defiziente-M&use bezeichnet man Tiere, bei denen gleichzeitig
zwei bzw. drei Gene (jeweils beide Allele) inaktiviert wurden.

Der Aufstellung (Tabelle 1.1) ist unter anderem zu entnehmen, dass NFATc2 und
NFAT<c3 in vivo zumindest teilweise iiberlappende Funktionen besitzen, die speziell fiir die
Inaktivierung von Lymphozyten unabdingbar sind. Die Aufgaben von NFATc1 hingegen
liegen in der Aktivierung der Immunantwort und kénnen nicht von anderen Mitgliedern
der NFAT-Familie iibernommen werden. Da die Auswirkungen der NFAT-Defizienz auf
die Apoptose (speziell von NFATc2 [44, 12]) in der Literatur widerspriichlich beschrieben

werden, soll darauf im nichsten Abschnitt ausfiihrlicher eingegangen werden.

1.2.3 NFAT-Faktoren und AICD

Bereits 1989 wurde erkannt, dass durch die exogene Substanz Cyclosporin A (CsA) der
AICD in T-Zellen verhindert werden kann [52]. Aus der bekannten Tatsache, dass CsA die
Phosphatase Calcineurin blockiert [47], ergab sich die Vermutung, dass NFAT-Faktoren,
deren Translokation in den Nukleus durch CsA verhindert wird, neben der Aktivierung
auch den AICD der T-Zellen kontrollieren. Nachdem die Fas-vermittelte Apoptose als
moglicher Mechanismus des AICD diskutiert wurde [19], konnten dann LATINIS ET AL.
tatsichlich zwei NFAT-Bindungsstellen im FasL-Promotor nachweisen [25]. Die weiteren
Bemiihungen zielten dann darauf ab, die Beteiligung und Wirkung der unterschiedlichen
NFAT-Familienmitglieder dabei zu beleuchten. Der Ubersichtlichkeit wegen wurden ei-
nige wesentliche Ergebnisse dieser Experimente in tabellarischer Form dargestellt (siche
Tabelle 1.2).

In der Zusammenschau dieser Resultate scheint der Zusammenhang von NFATSs, Fas-
Ligand und AICD eindeutig belegt. Allerdings wurde der direkte Nachweis der Apoptose
von HODGE ET AL. [12] und PENG ET AL. [34] gar nicht gefiihrt, und bei SCHUH ET
AL. [44] wurde die Apoptose allem Anschein nach auf ungeeignete, d.h. nicht aussa-
gekriftige Weise ausgelost (was zumindest einen Teil der scheinbar widerspriichlichen
Ergebnisse erkliren konnte). Bei RANGER ET AL. [37] war eine vierfache Stimulation zur
Auslosung notig (oder doch zumindest verwendet), wobei bereits eine einmalige Resti-
mulation der Datenlage nach zur Auslésung des AICD geniigen sollte [7]. OUKKA ET AL.
[33] konnten in Thymozyten eine vermehrte Apoptose zeigen, was im Widerspruch mit

dem erwarteten Verhalten in peripheren T-Zellen steht. MACIAN ET AL. [27] verwendeten

11



KAPITEL 1.

EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN

ABSCHNITT 1.3

Jahr Zelltyp Stimulation Ergebnis Methode
Quelle (murin) des AICD
1996 NFATc2™/~ in vivo Injektion =~ FasL-mRNA | Northernblot
[12] Splenozyten von aCD3 (nach 1 h)
1998 NFATc2™/~ Stimulation 5 d FasL-Protein = Westernblot
[44]'® T-Zellen aus mit Superantigen  (nach 5-24 h)

Lymphknoten (Staphylokokken)  Apoptose = Zahl lebender

dann aFas Zellen

1998 NFAT¢3 ™/~ erst «TCR Apoptose 1 TUNEL-Assay
[33] Thymozyten dann aCD3 (nach 20 h)

Splenozyten FasL-mRNA 1 Northernblot
1998 NFATc27/7¢37/~ 1x aCD3 (6 h) FasL-mRNA || Northernblot
[37] Lymphknoten-

zellen (T-Zellen)  4x aCD3 (20 h) Apoptose || TUNEL-Assay
2000 NFATC2+/+" aCD3 Apoptose 1 Propidium-Todid-
[27] retrovirale Uber-  (fiir 48 h) (Kooperation mit Farbung

expression AP-1 fiir FasL-

in T-Zell-Klonen Promotor notig)
2001 NFATc1™/~¢27/~ sekundire FasL-Expression |  FACS-Analyse
[34] CD47"-T-Zellen Stimulation mit (nach 6 h)

aus Milz aCD3 4+ aCD28

Tabelle 1.2: Ubersicht iiber Experimente beziiglich des Zusammenhangs zwischen NFAT-
Faktoren und AICD. 4’ bzw. ‘]’ bedeuten Zu- bzw. Abnahme, ‘h’ bzw. ‘d’ bedeuten Stunde(n)
bzw. Tag(e). ‘~’ bedeutet ‘ungefihr gleich’ (zu Wildtyp), ‘1x’ bzw. ‘4x’ bedeutet ‘einmalige’ bzw.
‘viermalige’ (also damit quartéire) Stimulation. Bei Angabe mehrerer Zelltypen bezieht sich die
erste Zellart auf das obere und die zweite Zellart auf das untere Experiment.

einen regelmifig restimulierten T-Zell-Klon (D5), was die Aussagekraft iiber periphere
T-Zellen zumindest abschwécht. Alles in allem ist der genaue Zusammenhang zwischen
NFAT-Faktoren — insbesondere von NFATc2 wegen der widerspriichlichen Aussagen in
[44] und [12] (siehe Tabelle 1.2) — und dem AICD noch nicht befriedigend geklirt.

1.3 Problemstellung dieser Arbeit

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit bestand nun darin, die Rolle der NFAT-Faktoren
im ATICD von peripheren T-Zellen niher zu charakterisieren. Naturgemif liegt dabei das
Hauptaugenmerk auf dem Faktor NFATc2, dem, wie bereits erwihnt, ein dimpfender
Einfluss auf die Immunantwort und damit eine pro-apoptotische Wirkung zugesprochen
wird. Obwohl in peripheren T-Zellen NFATc2 (zusammen mit dem immunaktivierenden
NFATcl) quantitativ gegeniiber dem Faktor NFATc3 iiberwiegt, soll letzterer dennoch

in die Untersuchung mit einbezogen werden, da auch NFATc3 als immunddmpfend ein-

'8 Analoge Experimente mit IL-2/~-Tieren (statt NFATC2_/_) zeigten eine verminderte Apoptose im
Vergleich zum Wildtyp.

12



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.3

gestuft wird und daher eine iiberlappende oder gar stellvertretende Funktion aufweisen
konnte.

Das Prinzip zur Untersuchung des NFAT-Einflusses soll dabei darin bestehen, Apop-
tose in peripheren T-Zellen aus NFAT-defizienten Knock-out-M&usen auf geeignete
Weise auszuldsen und mit dem Verhalten von T-Zellen aus unverinderten Kontrollméiusen
(‘Wildtyp’) zu vergleichen. Zur Erzielung einer weitgehend homogenen Verhaltensweise
beschrinkt sich die Untersuchung dabei auf die Verwendung von T-Helfer-Zellen (CD4-
positiv), die aus Lymphknoten der entsprechenden Miuse gewonnen wurden.

Zunichst soll nun im folgenden Kapitel das Design der durchgefithrten Experimente
genauer dargelegt werden, bevor im weiteren Verlauf die Ergebnisse préisentiert werden.
In der abschlieBenden Diskussion wird dann neben einer Besprechung kritischer Details
auch eine Wertung der Resultate mit Beriicksichtigung ihrer Konsequenzen dargelegt,

sowie auf weiterfithrende Aspekte im Gesamtbild des AICD eingegangen.
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Kapitel 2

Design des Experiments

Ausgangspunkt der durchgefithrten Experimente war das Vorliegen heterozygoter M#u-
se, denen jeweils ein Allel des Gens fiir NFATc2 und NFATc3 fehlt. Entstanden waren
diese Tiere aus der Kreuzung NFATc2-defizienter [12] und NFATc3-defizienter [33] Méuse
mit urspriinglichem Balb/c-Hintergrund. In unserem Labor wurden nun die doppelt-
heterozygoten Tiere, die wir von der Arbeitsgruppe um L.H. GLIMCHER erhielten, solan-
ge untereinander gekreuzt, bis schliellich die unterschiedlichen homozygoten Einfach-
oder Doppelt-knock-out-Miuse entstanden. In der vorliegenden Arbeit wurden dabei
NFATc2~/~¢3H/*-) NFATc2~/~¢3~/*- und NFATc2~/~¢3~/~-Miuse (siche Abbildung
2.1) neben entsprechenden Wildtyp-Kontrollen (NFATc2/*¢3+/+-Balb/c) verwendet.
Unter sterilen Bedingungen wurden den im Alter von ca. 6 Wochen get6teten Ver-
suchstieren die Lymphknoten (in der Regel cervical, axillir, inguinal, paraaortal und
mesenterial) zur Weiterverarbeitung entnommen. Nach mechanischer Homogenisierung
der Lymphknoten folgte iiber geeignete Siulen-Chromatographie' eine Aufreinigung
der Zellsuspension zur Gewinnung CD4-positiver T-Zellen?. Diese wurden nun auf ei-
ne einheitliche Zelldichte eingestellt und auf Gewebekulturplatten ausgebracht. Uber die
Dauer von drei Tagen erfolgte dort unter Brutschrankbedingungen die Stimulation der
T-Helfer-Zellen. Die T-Zell-Rezeptor-Aktivierung wurde mit plattengebundenen® Anti-
CD3-Antikérpern («CD3) simuliert (siehe Abschnitt 1.1.2 und Abbildung 1.2). Lésliche
Anti-CD28-Antikorper («CD28) sorgten fiir das kostimulatorische Signal. Zur Férderung

'Fiir Details der Vorgehensweise siche Anhang B.

*Laut Datenblatt mit einer Effizienz von 95 % CD47-Zellen bei < 1 % CD8"-Zellen und < 1 %
B-Zellen im Eluat.

3 Auf den Kulturplatten wurden Antikérper gegen armenische-Hamster-IgG adsorbiert, die dann die
aCD3-Antikérper (aus armenischem Hamster) fixierten.
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KAPITEL 2. DESIGN DES EXPERIMENTS

des Zellwachstums wurde zusétzlich noch Interleukin 2 (IL-2) zugesetzt.

Nach dieser initialen Stimulation {iber drei Tage wurden die Zellen gewaschen und
fiir vier weitere Tage unter Zugabe von IL-2 amplifiziert. Wihrend dieser proliferativen
Expansionsphase musste das [L-2-haltige Medium mehrfach erneuert werden.

Nach der insgesamt sieben Tage dauernden Vorbereitungsphase wurde dann nach Ent-
fernung des IL-2 durch erneutes Waschen der Zellen die Induktion der Apoptose ein-
geleitet. Dazu wurden die Zellen alternativ entweder einer erneuten, diesmal aber wegen
des fehlenden kostimulatorischen Signals inkompletten Aktivierung durch plattengebun-
dene aCD3-Antikorper ausgesetzt, oder es wurden 16sliche Anti-Fas-Antikorper (aFas)
zugegeben. Nach unterschiedlichen Zeitabschnitten (6-48 Stunden) wurden dann einzelne
Proben* zur Messung des Anteils apoptotischer Zellen entnommen. Die T-Zellen wurden
mit Hilfe des Fluorescein-gekoppelten Farbstoffes Annexin-V gefirbt, der spezifisch an
Phosphatidylserin bindet, welches bei apoptotischen Zellen von der zytoplasmatischen
auf die extrazellulire Seite der Zellmembran transloziert wird (siehe Abschnitt 1.1). Zum
Ausschluss nekrotischer Zellen wurde teilweise mit einem zweiten, ebenfalls fluoreszie-
renden Farbstoff (7-Amino-Actinomycin D = 7-AAD) gegengefiirbt, der in nekrotische
Zellen mit desintegrierter Zellmembran eindringen kann und so nur diese markiert. Die so
behandelten Zellen wurden dann mit Hilfe eines fluoreszenzaktivierten Zellsorters (FACS)
analysiert. Das Gerét misst dabei die Zellgrofie, die Granularitit und die Fluoreszenz drei-
er unterschiedlicher Frequenzbereiche (FL1-FL3) mittels Durchflusszytometrie. Dabei
werden sequentiell jede einzelne Zelle und damit die ggf. gekoppelten Farbstoffe mit La-
serlicht angeregt. Uber einen geeigneten Photodetektor wird neben dem Streulicht in
Vorwértsrichtung (‘forward scatter’, FSC), das eine Aussage iiber die Grife der Zelle er-
laubt,® und dem Streulicht in Seitwirtsrichtung (‘side scatter’ = SSC), das eine Aussage
iiber die Granularitit der Zelle ermdglicht,® mittels dreier Filtersysteme auch die Emissi-
on der angeregten Farbstoffe registriert, und die Amplitude dreier Wellenlingenbereiche
gemessen (‘FL1-Height’ = FL1-H bis FL3-H) [58, 13]. Dabei wird die Fluoreszenz des
Annexin-V-gebundenen Farbstoffes im Bereich FL2 und die des 7-AAD im Bereich FL3
registriert.” Dies ermoglicht die exakte quantitative Erfassung und Klassifizierung der

spezifisch gefirbten Zellen und gewéhrleistet, aufgrund der Auswahl obiger Farbstoffe,

*Jeweils aus eigenen Kammern der Gewebekulturplatten.

®Hohe Amplitude, d.h. hohe ‘FSC-Height’ = FSC-H bedeutet groBe Zelle und umgekehrt.
SHohe Amplitude, d.h. hohe ‘SSC-Height’ = SSC-H bedeutet hohe Granularitit und umgekehrt.
"FL1 wurde in dieser Arbeit nicht genutzt.

15



KAPITEL 2. DESIGN DES EXPERIMENTS

Der Ablauf des Experiments

Heterozygote

M a use NFATc2 -/+, NFATc3 -/+

NFATC2 --, NFATC3 +/+
Homozygote NFATc2 --, NFATC3 -+

Mause NFATc2 -, NFATc3 --

Entnahme der Sterilbank
Lymphknoten

Aufreinigung der Séulenchromatographie
CD4*-T-Zellen

Stimulation mit ¢CD3, «CD28, IL-2
liber 3 Tage
il
0
i nur mit IL-2
Expansmn liber 4 Tage
(1
J0
Induktion mit oCD3 oder oFas Q
der Apoptose liber 6 - 48 Stunden £
Il
JO
Annexin-V-Farbun J Bestimmung der Apoptoserate
FACS-AnaIyse liber Messung der Fluoreszenz

Abbildung 2.1: Uberblick iiber Design und Ablauf des Experiments. Beschreibung im Text.
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KAPITEL 2. DESIGN DES EXPERIMENTS

die Ermittlung des Anteils apoptotischer Zellen in der jeweiligen Zellpopulation.

Als Kontrolle dienten einerseits jeweils analoge Wildtyp-Méuse (ohne NFAT-Defizienz)
und fiir jeden Messzeitpunkt zusétzlich entsprechende Zellen (Knock-out und Wildtyp)
mit derselben Vorbehandlung, allerdings ohne die finale Apoptose-Induktion®.

8Jeweils ohne Zugabe von Antikérpern (ohne sekundire Stimulation) bzw. Zugabe nur der plattenge-
bundenen Antikérper gegen armenische-Hamster-IgG («Ham) ohne daran gebundenes aCD3 oder aFas.
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Kapitel 3

Ergebnisse

Jede ‘Einzelmessung’ bestand aus der Analyse von 20.000 Zellen und kann durch folgende

Merkmale charakterisiert werden:

1) Zellart bzw. Grad des NFAT-Knock-outs (K.o.-Grad):
a) NFATc2t/*c3t/*  kurz c2t/tc3t/t = K.o.-Grad 0
b) NFATc2~/~c3t/*  kurz c27/~¢3t/* = K.o.-Grad 1
¢) NFATc2 /= ¢37/*  kurz ¢2 7/ ¢3/* = K.o.-Grad 11/
d) NFATc2/~c¢37/~ kurz ¢2/¢3/~ = K.0.-Grad 2

Wildtyp)
Einfach-k.o.)

(
(
(11/2 fach-k.o.)
(Doppelt-k.o.)

2) Art der Apoptoseinduktion (Induktion):

a) keine = spontan !
b) mittels Anti-CD3-Antikérpern = aCD3
c) mittels Anti-Fas-Antikrpern = oFas

3) Meflzeitpunkt nach Beginn der Induktion (Zeit):

a) 6 Stunden = 6h
b) 12 Stunden =12h
c) 24 Stunden =24h
d) 48 Stunden =48 h

Gemessen wurde fiir jede Zelle das Ausmaf} des Streulichts in Vorwérts- (FSC-H) und
Seitwirtsrichtung (SSC-H), sowie das Ausmafl der Fluoreszenz im Bereich 2 (FL2-H),
das auf Grund des verwendeten Farbstoffes Annexin-V eine Aussage dariiber erlaubt, ob

sich die Zelle in Apoptose befindet (bindet ausreichend Annexin) oder nicht. Dieser letzte

'Hierunter fillt auch die ledigliche Zugabe von Anti-Hamster-IgG-Antikorper (aHam).
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.1

Parameter (FL2-H) stellt also den ausschlaggebenden Messwert dar. Die zum Teil erfolg-
te zusdtzliche Farbung mit 7-AAD und entsprechende Auswertung von FL3-H diente
lediglich zum Ausschluss des Vorliegens von Nekrose (statt Apoptose) und wird nun in

der weiteren Darlegung der Ergebnisse nicht gesondert beriicksichtigt werden.

3.1 Auswertungskriterien

Die unterschiedlichen graphischen Darstellungsweisen und das weitere Vorgehen der Aus-

wertung sollen in Abbildung 3.1 exemplarisch gezeigt werden.

FACS-Analyse 48 h nach -Induktion

128

Zellzahl
Zellzahl

Histogramme

10° 10° o0 10"

Annexin (FL2-H Annexin (FL2-H)

Wildtyp-Zellen|

104

SSC-H

Dot-Plots
SSC-H

100

0 1023 ~ 1023

FSC-H FSC-H

spontan aCD3

Abbildung 3.1: Darstellung der Messwerte einer FACS-Analyse 48 h nach Apoptose-Induktion
mit Anit-CD3-Antikorpern («CD3) bei Wildtyp-Zellen, im Vergleich zu Zellen gleichen Alters
ohne zusitzliche Apoptose-Induktion (spontan). Die mit ‘M’ bezeichnete horizontale Linie stellt
in seiner horizontalen Ausdehnung den sog. ‘Marker’ dar. Die in diesen Messbereich fallenden
Werte (FL2-H zwischen 10? und 10%) sind rot dargestellt und die zugehorigen Zellen werden als
apoptotisch registriert (Anteil in % zur Gesamtzahl als weiler Wert dargestellt).

In sog. ‘Dot-Plots’ wird jede gemessene Zelle durch einen eignen Punkt dargestellt (hier
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.1

20.000 pro Diagramm), die Koordinaten dieses Punktes sind dabei durch die Messwerte
bestimmt (hier FSC-H als Abszisse und SSC-H als Ordinate, siehe untere Hilfte der
Abbildung 3.1). Es werden also in einem Diagramm gleichzeitig zwei Messparameter
dargestellt. In einem sog. Histogramm dagegen wird nur ein Parameter (hier FL2-H
nach Farbung mit Annexin-V) als Abszisse ausgewertet, und die zugehorige Anzahl der
Zellen mit dem jeweiligen Messwert als Haufigkeit (Ordinate) aufgetragen. Dies erlaubt
die leichtere optische Erfassung der quantitativen Verhiltnisse (siehe obere Hilfte der
Abbildung 3.1).

Apoptotische Zellen werden durch Annexin-V gefirbt und zeigen demnach eine hohe
Fluoreszenz im Bereich 2 (FL2-H grof}). Beziiglich dieses Parameters zerfiillt die gemes-
sene Zellpopulation in zwei Klassen (keine Apoptose <+ Apoptose), was sich an der zwei-
gipfligen Verteilung im linken Histogramm der Abbildung 3.1 (oben) gut erkennen lisst.
Nicht fiir jede gemessene Zelle ist die Zuordnung jedoch eindeutig moglich — dies spiegelt
sich im Uberlappungsbereich der beiden ‘Peaks’ wieder — so dass die definitive, in dieser
Arbeit durchgehend verwendete Trennungslinie bei FL2-H = 10 (im Tal zwischen den
beiden Gipfeln) intuitiv und letztlich willkiirlich ist. Der Marker ‘M’ (horizontale Linie
in den beiden Histogrammen der Abb. 3.1) kennzeichnet also den Bereich, in dem die
apoptotischen Zellen liegen. Deren relativer Anteil an der insgesamt gemessenen Zellzahl
(jeweils 20.000 Stiick) ist in Prozent (weifle Schrift) angegeben. Die Messpunkte aller in
diesen Bereich fallenden Zellen sind hier zur besseren Ubersicht rot eingefirbt (sowohl
in den Histogrammen als auch in den ‘Dot-Plots’). Durch diese Farbgebung kénnen in
den ‘Dot-Plots’ die apoptotischen Zellen identifiziert werden. Auch hier stellen sie ei-
ne getrennte Population dar und sind im Vergleich zu den lebenden Zellen (schwarze
‘Wolke’ im linken Diagramm, Abb. 3.1) kleiner (im Mittel FSC-H niedriger) und stérker
granuliert (SSC-H hoher), was mit der Bildung von ‘apoptotic bodies’ (s. Abschnitt 1.1)
iibereinstimmt.

In Abbildung 3.1 sind Wildtyp-Zellen 48 Stunden nach Apoptoseinduktion mittels
Anti-CD3-Antikorper (rechte Spalte) im Vergleich mit gleichalten Zellen ohne definierte
Apoptoseinduktion (linke Spalte) dargestellt. Die Anwendung der aCD3-Antikoérper hat
somit bei diesen Zellen eine Steigerung der Apoptoserate von 50 % (spontan) auf 90 %
(CD3) bewirkt. Nach diesem Muster erfolgt nun die Auswertung der durchgefiihrten

Messungen in Abhéngigkeit von den oben aufgefithrten Parametern, d.h. der jeweiligen
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.2

Zellart (K.o.-Grad 0, 1, 1'/2, 2), der entsprechenden Induktionsart (spontan, aFas, «CD3)
und dem Messzeitpunkt (6, 12, 24, 48 h).

3.2 NFAT-Defizienz hemmt die CD3-vermittelte Apoptose

In einem direkten Vergleich der gewonnen Daten fiir T-Helfer-Zellen aus den Lymph-
knoten von Wildtyp-Méusen mit denen aus NFATc2-knock-out-Méusen lésst sich bereits
auf den ersten Blick eine Reduktion der durch aCD3-Antikorper ausgelosten Apoptose
bei den NFAT-defizienten Zellen erkennen (siehe Abbildung 3.2). Dabei sind in jedem
einzelnen Histogramm? alle vier Messzeitpunkte (6, 12, 24 bzw. 48 h nach Apoptosein-
duktion) farbig kodiert iibereinander aufgetragen und lassen so die Dynamik unmittelbar
erkennen. Bei beiden Zelltypen (Wildtyp; NFATc2~/~ 3) wird spontan erst nach ca. 48
Stunden Apoptose induziert (linke Spalte, insbesondere blaue Kurven, Abb. 3.2). Nach
Stimulation mit a«CD3-Antikérpern hingegen (rechte Spalte, Abb. 3.2) zeigt sich bei
den Wildtyp-Zellen bereits nach 12 Stunden eine ausgeprigte Apoptose (gelb-orangene
Kurve, Abb. 3.2). Bei den Knock-out-Méusen dagegen tritt erkennbare Apoptose erst
24 Stunden nach Induktion auf (rote Kurve, Abb. 3.2), und das in deutlich geringerem
Ausmaf.

Im Gegensatz dazu liasst sich auch bei den NFATc2-defizienten Zellen Apoptose
durch Verwendung von aFas-Antikorpern im selben Umfang wie bei den Wildtyp-Zellen

auslosen (mittlere Spalte, Abb. 3.2).

3.2.1 Quantitative Betrachtungen

Wie bereits in Abschnitt 3.1 dargelegt, erfolgt die quantitative Auswertung der gerade
dargestellten Ergebnisse iiber die Bestimmung der Apoptoserate aus den jeweiligen Hi-
stogrammen (Anteil der Zellen mit im ‘Apoptose-Bereich’ liegenden Werten von FL2-H).
Diese kann dann in Abhéngigkeit der Parameter graphisch — z.B. in Form von Balkendia-
grammen — aufgetragen werden. Die Wertepaare — bestehend aus je vier Komponenten
(Apoptoserate, Zelltyp = K.o.-Grad, Induktionsart, Messzeitpunkt) — konnen auf Grund

der Dreidimensionalitit des Raumes (bzw. der Zweidimensionalitéit der Papieroberfliche)

?Beschriftung der Abszisse statt mit ‘FL2-H’ mit dem aussagekriftigeren ‘Annexin-V’, das diese Fluo-
reszenz ja hervorruft.
3= NFATc2/~c3%/*, wenn nicht explizit anders vermerkt.
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Abbildung 3.2: Die Histogramme zeigen die Annexin-V-Bindung (iiber Messung von FL2-
H) in der FACS-Analyse von T-Helfer-Zellen aus Lymphknoten von NFATc2-knock-out-Méusen
im Vergleich zu Wildtyp-Méiusen, jeweils zu unterschiedlichen Zeitpunkten (farbig kodiert) nach
Induktion der Apoptose durch aCD3 bzw. aFas im Vergleich zum spontanen Verlauf. Aufgetragen
ist dabei jeweils die Hiufigkeit (insgesamt je 20.000 Zellen) iiber der zugehérigen Ausprigung der
Annexin-V-Bindung zur Identifizierung apoptotischer Zellen.

jedoch nicht in einem Diagramm iibersichtlich zusammengefasst werden. Je nach Blick-
winkel ergeben sich statt dessen unterschiedliche Gruppen von Diagrammen. Zusétzlich
wird die Situation noch dadurch komplexer, dass die Daten aus zwei unterschiedlichen
Experimenten stammen, bei denen Tiere mit teilweise unterschiedlichem ‘Knock-out-

Grad’ verwendet wurden.

Experiment A: Wildtyp®; NFATc2/~¢31/; NFATc2/~¢3/~
Experiment B: Wildtyp; NFATc2/~¢3%/*; NFATc2/~c3/;

Daten zur Wirkung von aFas-Antikorpern stehen nur aus Experiment A zur Verfiigung.

Stellt man folglich die Ergebnisse fiir die jeweiligen Zellarten (getrennt in Experiment A

Szwei verschiedene Wildtyp-Tiere parallel
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und B) gesondert dar, ergeben sich die sechs Diagramme (a-f) in Abbildung 3.3.

In dieser Konstellation ldsst sich die Wirkung der CD3-Stimulation zur Auslosung
der Apoptose bei den verschiedenen Zellarten gut erkennen. Bei Wildtyp-Zellen zeigt
sich nach Induktion mit aCD3 im Vergleich zum spontanen Verlauf praktisch zu allen
Zeitpunkten eine deutliche Steigerung der Apoptoserate (Abb. 3.3 orange versus griin in
aund d), wihrend im Gegensatz dazu ein Unterschied zur Wirkung von a/Fas nicht zu er-
kennen ist (Abb. 3.3 rot versus orange in a). Bei den Zellen mit fehlendem NFAT¢2 ist im
Experiment B im Vergleich zum Wildtyp eine eindeutige Reduktion der durch aCD3 in-
duzierten Apoptose zu erkennen (Abb. 3.3 orange in d bzw. e), die aber weiterhin deutlich
iiber der spontanen Rate liegt (Abb. 3.3 orange versus griin in e). Bei Experiment A dage-
gen ist im selben Zelltyp (Abb. 3.3 b) keine sichere Apoptoseinduktion durch «CD3 mehr
zur erkennen (orange versus griin), wohingegen die Wirkung von aFas unbeeintriachtigt
ist (Abb. 3.3 rot in a und b jeweils versus griin). Bei den Doppel-Knock-out-Mausen mit
NFATc2- und NFATc3-Defizienz (Abb. 3.3 c) scheint die Situation zu den Verhéltnissen
der Einfach-Knock-out-Mause (Abb. 3.3 b) identisch. Es fillt lediglich auf, dass der 12-
h-Messwert nach vermeintlicher Stimulation mit aFas (mit ‘*” markierter roter Balken in
Abb. 3.3 ¢) praktisch mit dem Wert der spontanen Apoptoserate (griiner Balken im sel-
ben Diagramm) identisch ist. Es ist daher von einem Experimentierfehler auszugehen, bei
dem fiir diese Kammer der Zellkulturschale die Zugabe von aFas versdumt worden ist. Bei
Zellen mit kompletter NFATc2-Defizienz, aber nur heterozygotem NFATc3-Mangel (Abb.
3.3 f) ist im Gegensatz zu Experiment A mit der zusétzlichen Reduktion der Gesamt-
menge an NFAT ein weiterer Riickgang der Apoptoseinduktion durch aCD3 zu erkennen
(Abb. 3.3: orange Balken in d,e,f). Eine Zeitabhéngigkeit dieser Werte (orange in Abb.
3.3 f) ist zwar nicht erkennbar, jedoch liegt die induzierte Apoptoserate (aufler nach 48 h)
noch deutlich iiber den spontanen Werten (Abb. 3.3 orange versus griin). In Experiment
A setzt die Wirkung der applizierten Antikorper (aCD3, «Fas) bei allen untersuchten
Zelltypen erst zwischen 6 und 12 Stunden ein, so dass beim ersten Messzeitpunkt (erste
Séulenspalte in den Abb. 3.3 a-c) noch keine Unterschiede zwischen den Induktionsarten
festzustellen sind. Es lisst sich also bisher festhalten: Die NFAT-Defizienz (c2 + ¢3)

beeintrichtigt die CD3-vermittelte, aber nicht die Fas-vermittelte Apoptose.

Die entsprechenden Zahlenwerte sind der Messwerttabelle in Anhang A.4 zu entnehmen.
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Apoptoserate fir unterschiedlichen Knock-out-Grad

Experiment A Experiment B

a) Wildtyp d) Wildtyp
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Apoptose 50
(%) 40 (%)
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0 aCD3 aCD3

24 h spontan spontan
Zeit 48h Induktion Zeit 48h Induktion

b) NFATc2-/- e) NFATc2-/-
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Apoptose %
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aCD3
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c) NFATc2-/- c3-/- f) NFATc2-/-c3-/+

90

80
70
60

Apoptose 0
(%) 40

30

20

aFas 10

aCD3 «CD3

spontan spontan
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Abbildung 3.3: Fiir die beiden Experimente A und B wurde je nach Zelltyp (K.o.-Grad an
Diagramm‘wand’) die Apoptoserate (in %) iiber der Induktionsart (Induktion) und dem Messzeit-
punkt (Zeit) nach Induktionsbeginn aufgetragen. Die CD4T-T-Zellen stammen dabei aus Lymph-
knoten von Wildtyp- (a, d) bzw. ‘Knock-out’-Miusen mit folgender NFAT-Defizienz: ¢2~/~c3*/+
(be); c27/=¢37/F (f); ¢27/~¢37/~ (c). Markierung ‘+’ in (c) weist auf ein Artefakt hin (siehe
Text).
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Um einen besseren Eindruck vom quantitativen Einfluss der noch vorhandenen NFAT-
Menge (NFATc2 + NFATc3) zu gewinnen, sind dieselben Werte nochmals, nun nach den
unterschiedlichen Induktionsformen gruppiert, zusammengestellt, so dass die Werte fiir
die unterschiedlichen Zellarten direkt nebeneinander aufgetragen werden konnen (siehe
Abb. 3.4).

In den Abbildungen 3.4 a und d, in denen der spontane Verlauf aufgetragen ist, 14sst
sich im Experiment A (Abb. 3.4 a) zu keiner Zeit eine sichere Abhéngigkeit der Apopto-
serate vom NFAT-Gehalt der Zellen erkennen. Bei Experiment B hingegen (Abb. 3.4 d)
ist — zumindest bei den spéateren Zeitpunkten — eine Abnahme der spontanen Apoptose-
rate mit abnehmender NFAT-Gesamtmenge (c2+c¢3) eindeutig. Auffillig im Vergleich der
beiden Experimente A und B (linke bzw. rechte Spalte in Abb. 3.4) ist das deutlich unter-
schiedliche Absolutniveau der spontanen Apoptoserate, die bei Experiment A im Mittel
bei 30 % liegt, im Experiment B dagegen lediglich bei ca. 10 % im Durchschnitt iiber
die Messzeitpunkte und Zellarten. Diese Tatsache erschwert zunichst den unmittelbaren
Vergleich der Messwerte zwischen den Experimenten A und B.”

Nach Stimulation mit «CD3 erkennt man in Experiment B (Abb. 3.4 e) gut die gra-
duelle Reduktion der induzierten Apoptoserate mit abnehmendem NFAT-Gehalt (¢2+c3)
(von hinten nach vorne). Auch bei Experiment A ist die verminderte Wirkung von aCD3
bei den Knock-out-Zellen deutlich (Abb. 3.4 b): Die induzierte Apoptoserate sinkt im
Vergleich zu den Wildtyp-Zellen auf ca. die Hélfte — abgesehen vom Zeitpunkt 6 h, an
dem wie oben bereits gesagt, die Wirkung der Antikérper («CD3, aFas) noch nicht ein-
gesetzt hat. Fin Unterschied zwischen den Einfach- und Doppelt-knock-out-Zellen ist in
Abb. 3.4 b (Experiment A) diesbeziiglich nicht zu erkennen.

Nach Stimulation mit aFas (Experiment A, Abb. 3.4 ¢) ist in der induzierten Apop-
toserate kein Unterschied zwischen den untersuchten Zellarten zu erkennen. Wie bereits
erwahnt fallt lediglich der 12-h-Messwert bei den ‘Doppelt-knock-out’-Zellen aus dem
Rahmen (Markierung mit ‘4’ in Abb. 3.4 ¢) und muss daher als Experimentierfehler
(siehe oben) gewertet werden.

Aus dem Gesagten lisst sich somit zusétzlich festhalten: Das Ausmafl der CD3-
vermittelten Apoptose korreliert wahrscheinlich (zunéchst scheinbar widerspriichli-

che Ergebnisse in den Experimenten A und B) mit dem NFAT-Gehalt (c2+c3) der

"Niheres dazu in Abschnitt 3.3.1.
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Apoptoserate fir unterschiedliche Induktionsarten

Experiment A Experiment B

a) spontan d) spontan

0 (c2*+c3*"*) 0 (c2*+c3**)
1 (c2+c3) 1 (c2+c3*)
2 (c2+c3*) 1% (c2c37)
K.o.-Grad
(NFAT)

12h
Zeit

e) nach aCD3

0 (c2*c3*)
1 (c2+c3)
1Y (c2¢37)
K.o.-Grad
(NFAT)

0 (c2*"*c3**)

1 (c2+c3*)

2 (c2*c3%)

K.o.-Grad
(NFAT)

48 h

Abbildung 3.4: Fiir zwei Experimente A und B wurde je nach Induktionsart (spontan, «CD3,
aFas) die Apoptoserate (in %) tiber dem Zelltyp (K.o.-Grad) und dem Messzeitpunkt (Zeit)
nach Induktionsbeginn aufgetragen. Die CD41-T-Zellen stammen dabei aus Lymphknoten von
Wildtyp- bzw. ‘Knock-out’-Miusen mit folgender NFAT-Defizienz: ¢2—/~¢c3t/+; ¢2=/~¢c3-/+;
¢2~/~¢37/~. Markierung ‘+’ in (c) weist auf ein Artefakt hin (siehe Text).
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Zellen.
Bevor dieser Aussage und dem Unterschied der Experimente A und B weiter nach-
gegangen wird, soll zunéchst die Signifikanz der bisher gemachten qualitativen Aussagen

iiberpriift werden.

3.2.2 Signifikanz der Aussagen

Die Bestimmung des Signifikanz-Niveaus erfolgt mit Hilfe des einseitigen Student-t-
Testes fiir verbundene (paarige) Stichproben [42, 1]. Als Grundgesamtheit werden dabei
die einzelnen Messzeitpunkte in den beiden Experimenten A und B (wenn moglich, sonst
nur A oder B) aufgefasst. Die Nullhypothese besteht jeweils darin, dass kein Unter-
schied in der Apoptoserate zwischen den Parameterkonstellationen (Zellart, Induktions-
art) besteht.® Die Interpretation des Signifikanzniveaus p erfolgt dabei nach den iiblichen
MaBstiben®, so dass ab einem p < 0,05 von einem signifikanten Unterschied auszugehen
ist. Der Ubersichtlichkeit wegen wird in der nachfolgenden Tabelle 3.1 nicht die Nullhy-

pothese, sondern die vermutete und zu iiberpriifende Aussage genannt:

A ussage fiir die Experimente A, B bzw. A und B gemeinsam: Signifikanzniveau p
Fiir Zellen mit ... ist die Apoptoserate ... A B A+ B
Wildtyp nach aFas hoher als spontan. 0,043 - -
nach «CD3 hoher als spontan. 0,022 0,009  0,0005
Einfach-k.o. nach aFas hoher als spontan. 0,035 - -
nach «CD3 hoher als spontan. 0,026 0,016
aCD3-Induktion  bei Einfach-k.o. niedriger als bei Wildtyp. 0,022 0,007  0,0002
bei Doppel-k.o. niedriger als bei Einfach-k.o. - -
bei 11/2 fach-k.o. niedriger als bei Einfach-k.o. - 0,031 -

Tabelle 3.1: Signifikanzniveau p nach einseitigem Student-t-Test bei verbundenen Stichproben
fiir qualitative Aussagen iiber die Apoptoserate der untersuchten Zellarten (Nullhypothese =
kein Unterschied) fiir die Experimente A und B getrennt und — wo méglich — auch fiir A und B
gemeinsam. Die Einrahmung weist darauf hin, dass (nur) die zu diesen beiden Werten gehérenden
Aussagen nicht signifikant sind.

Wie erwartet ist bei Wildtyp-Zellen die Apoptoseinduktion sowohl mittels aFas als auch
durch aCD3 signifikant gegeniiber dem spontanen Verlauf erhoht (in letzterem Fall in
Zusammenfassung der Experimente sogar hoch signifikant bei p = 0,0005 < 0,001). Ana-
log ist dies insgesamt auch bei den Einfach-k.o.-Zellen (NFATc2~/~c3%/%) der Fall, nur

8Genauer wegen der ‘Einseitigkeit’ des Testes: Kein Unterschied oder aber ein entgegengesetzter als
der vermutete.

9signifikant <+ p < 0,05; sehr signifikant «<» p < 0,01; hoch signifikant < p < 0,001. Dabei stellt p
die Wahrscheinlichkeit fiir den Fehler 1. Art dar, also die Irrtumswahrscheinlichkeit bei Ablehnung der
Nullhypothese.

27



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.3

wenn man Experiment A alleine betrachtet ergibt sich dort (oberer gerahmter Wert in
Tab. 3.1) fiir die Anwendung der aCD3-Antikorper kein signifikanter Anstieg der Apop-
toserate gegeniiber dem spontanen Verlauf (mehr). Betrachtet man nun den Unterschied
der CD3-vermittelten Apoptose zwischen den Zellarten, so ist die Reduktion beim Ver-
gleich ‘Wildtyp’ — ‘Einfach-k.o.” signifikant (insgesamt sogar hoch signifikant), bei dem
Vergleich ‘Einfach-k.o.” — ‘11/> fach-k.o.” ist die zusdtzliche Reduktion ebenfalls signi-
fikant. Nur beim Vergleich ‘Einfach-k.o0.” — ‘Doppelt-k.o.” ergibt sich keine zusdtzliche
signifikante Reduktion der Apoptoserate (unterer gerahmter Wert in Tab. 3.1).

Ein Unterschied der durch aFas induzierten Apoptoserate zwischen den Einfach-k.o.-
Zellen und den Wildtyp-Zellen ist nicht vorhanden und damit selbstverstdndlich auch
nicht signifikant. Auch bei den Doppelt-k.o.-Zellen ist weder im Vergleich zu den Einfach-
k.o.- noch zu den Wildtyp-Zellen ein signifikanter Abfall der durch «Fas induzierten
Apoptoserate zur erkennen 9.

Zur besseren Einordenbarkeit der scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse aus den
Experimenten A (Doppelt-k.o.) und B (1!/2 fach-k.o.) sollen im folgenden Kapitel nun

Uberlegungen zur besseren Vergleichbarkeit der Messwerte aus den beiden verschiedenen

Experimenten erfolgen.

3.3 NFAT und AICD korrelieren quantitativ miteinander

3.3.1 Bereinigung um die spontane Apoptoserate

Ein bereits erwiahnter, augenfilliger Unterschied der beiden Experimente A und B ist
das unterschiedliche Ausmafl der spontanen Apoptoserate (Unterschied ca. Faktor 3).
Um eine sinnvolle Vergleichbarkeit der unterschiedlich stark ‘verrauschten’ Messwerte
nach Induktion in Experiment A und B zu erhalten, soll die spontane Apoptoserate aus
der Apoptoserate nach Induktion ‘herausgerechnet’ werden. Eine einfache Subtraktion
der spontanen Rate von den Werten nach Induktion (aCD3 bzw. aFas) wird jedoch
vermutlich der tatsdchlichen Situation nicht gerecht.

Unter der Annahme, dass die spontane Apoptoserate unabhingig von der induzier-
ten Apoptoserate ist (z.B. weil sie auf andere Weise ausgelost ist), ergibt sich aus den

Uberlegungen in Anhang A.2 folgende Formel zur Umrechnung auf bereinigte Messwer-

10Auch trotz des Experimentierfehlers beim 12-h-Wert der NFATc2™/~c37/~-Zellen besteht kein si-
gnifikanter Unterschied zu den anderen Zellarten.
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te!! (Angabe jeweils in %):

Apoptoserate iy duziert — Apoptoserate gpontan
Apoptoserate bereinigt =

- 100
100 — Apoptoserate spontan %]
In Abbildung 3.5 sind fiir den 24-h-Messzeitpunkt die bereinigten Werte aus beiden Ex-
perimenten (ggf. als Mittelwert) aufgetragen. Die Fehlerangaben stammen dabei aus

Uberlegungen zur Messgenauigkeit und entsprechender Fehlerrechnung nach dem Fehler-

fortpflanzungsgesetz'?.

Vergleich bereinigter Werte 24 h nach Induktion (Experimente A+B)
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(C2+/+C3+/+) 1
(c2-/-c3+/+) 17
(c2-/-c3-/+) 2
K.o.-Grad (c2-/-¢3-1-)
(NFAT)

Abbildung 3.5: Fiir die Experimente A und B zusammengefasst (ggf. als Mittelwert) ist die
um die spontane Apoptoserate bereinigte induzierte Apoptoserate (in %, Formel dazu im Text)
iiber der Induktionsart (aCD3, aFas) und iiber dem Zelltyp (K.o.-Grad) fiir den Messzeitpunkt
24 h nach Induktionsbeginn aufgetragen. Die CD4"-T-Zellen stammen dabei aus Lymphknoten
von Wildtyp- bzw. ‘Knock-out’-Miusen mit folgender NFAT-Defizienz: ¢2~/~c31/*; 2=/~ ¢c3-/+;
¢2=/~¢37/~. Die schwarzen ‘Fehlerbalken’ (Striche mit Kugel) geben dabei den entsprechenden
Standardfehler unter Beriicksichtigung von Messgenauigkeit und Fehlerfortpflanzungsgesetz an.

Nach dieser Korrektur und Zusammenfassung der beiden Experimente ergibt sich also nun

"Die bereinigten Werte sind in der Messwerttabelle in Anhang A.4 rot dargestellt.
12Piir Einzelheiten zur Messgenauigkeit und Fehlerrechnung sieche Anhang A.4.
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tatsichlich mit jeder weiteren Abnahme des NFAT-Gehaltes (c24c3) der Zellen auch ei-
ne weitere Abnahme der CD3-vermittelten Apoptoserate. Allerdings muss einschrinkend
festgehalten werden, dass unter Beriicksichtigung der angegebenen Fehlergrenzen der Un-
terschied bei diesem Messzeitpunkt teilweise nicht signifikant ist. Ungeklért ist zunéchst
weiterhin, ob das Ausmafl der jeweiligen Apoptosereduktion auch mit dem mengenméfi-
gen Ausmafl der NFAT-Reduktion tibereinstimmt. Der néchste Abschnitt soll diesen

Aspekt nun ndher beleuchten.

3.3.2 Vergleich mit dem NFAT-Gehalt der Zellen

Eine quantitative Bestimmung der Menge an unterschiedlichen NFAT-Faktoren (hier
NFATc¢2 und NFATc3) — wenn auch nur relativ zueinander — ist nicht nur praktisch,
sondern bereits prinzipiell schwierig [49]. Zum einen ist der (relative) Gehalt neben der
Zellart in erster Linie vom Aktivierungszustand der Zelle abhéingig, zum anderen sind die
zur Erkennung und damit Bestimmung notwendigen Antikérper (auf Proteinebene) bzw.
Primer (auf mRNA-Ebene) naturgemif von einander verschieden und daher zwangslaufig
von unterschiedlicher Affinitdt zu ihrer jeweiligen Zielstruktur. Der Versuch, den relati-
ven NFAT-Gehalt (NFATc2 : NFATc3) trotz dieser Einschrinkungen abzuschitzen, darf
daher nicht iiberbewertet werden und ist nur als grober Anhaltspunkt zu verstehen.
Aus der Verdffentlichung von RANGER ET AL. [37, Abbildung 1] kann der Abdruck
eines Blots entnommen werden, in dem unter anderem der Gehalt von NFATc¢1, NFAT¢2
und NFATc3 aus ruhenden, wildtypischen T-Helfer-Zellen auf RNA-Ebene dargestellt ist.
Eine photometrische Analyse (Einzelheiten dazu sind in Anhang A.3 dargestellt) ergibt
dabei einen relativen Gehalt NFATc2: NFATc3 von ca. 9:7. Will man nur die Gesamt-
menge der zwei Formen NFATc2 + NFATc3 beriicksichtigen, kann man den Gehalt der
Wildtyp-Zellen (NFATc2+/*¢3+/%) im Sinne einer Normierung mit 100 % definieren und
den der ‘Doppel-knock-out’-Zellen (NFATc2~/~¢3~/~) mit 0 % annehmen. Fiir die ande-
ren Knock-out-Grade ergeben sich dann entsprechend des obigen Verhéltnisses folgende

Werte fiir den relativen NFAT-Gehalt (c2+4c3):

Zelltyp: NFAT 2t/ +e3t/t | c2/=e3t/t | c27/=e37/F | 27/7c37/~
K.o.-Grad: 0 1 1t/2 2
NFAT-Gehalt (c2+c3): 100 % 3% £5%[22% +4% 0%

Die Fehlerangabe beriicksichtigt dabei nur die Ungenauigkeit der Auswertung'? der zi-

!3Siehe dazu Anhang A.3.
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tierten Graphik, nicht jedoch methodische Unsicherheiten bei ihrer Erstellung, die zwar
unbekannt sind, aber gegebenenfalls relevant sein kénnen. Die obigen Zahlenwerte sind
daher — wie bereits eingangs gesagt — nur als grobe Anhaltspunkte zu verstehen.

Um einen quantitativen Vergleich der gerade bestimmten, relativen NFAT-Gehalte
der untersuchten Zelltypen mit den entsprechenden relativen Apoptoseraten (d.h. deren
quantitativem Verhiltnis untereinander) zu erleichtern, empfiehlt es sich, die Apoptose-
rate der Wildtyp-Zellen ebenfalls auf 100 % zu normieren.'* In Abbildung 3.6 sind die
Mittelwerte (iiber die Messzeitpunkte beider Experimente A und B) dieser normierten
(und zuvor bzgl. der spontanen Rate bereinigten) Apoptoseraten nach Induktion mit
aCD3 neben dem Gehalt an NFATc2 4+ NFATc3 (blaue Balken in Abb. 3.6) aufgetragen.
Die unterschiedlichen griinen Balken ergeben sich dabei aus der Beriicksichtigung unter-
schiedlich vieler Messzeitpunkte bei der Mittelwertbildung. Die Fehlerbalken der Apop-
toseraten stammen dabei aus einer Abschétzung der Messgenauigkeit und anschlieender
Anwendung des Fehlerfortpflanzungsgesetzes fiir ‘Bereinigung’ und Normierung.'?

Bei der Mittelwertbildung sollten die 6-h-Messwerte besser nicht beriicksichtigt wer-
den, da bereits oben festgestellt wurde (insbesondere fiir Experiment A), dass zu die-
sem Zeitpunkt die Wirkung der aCD3-Antikérper noch nicht eingesetzt hat (siehe dazu
auch Abb. 3.3, Experiment A).'® Begziiglich der 48-h-Werte wurde schon erwihnt, dass
sich die Wirkung der aCD3-Antikorper bereits im Abklingen befindet (insbesondere in
Experiment B, siehe dazu Abb. 3.3). Daher scheint auch das Ausschliefen dieser Da-
tenpunkte im aktuellen Zusammenhang gerechtfertigt. Beriicksichtigt man also nur die
als zuverlissig erachteten Datenpunkte (12-h- und 24-h-Werte in Experiment A und B),
so ergibt sich (jeweils dunkelster griiner Balken in Abb. 3.6) innerhalb der angegebenen
Fehlergrenzen eine recht gute Ubereinstimmung der relativen Apoptoseraten (bereinigt
jeweils um die spontane Rate) mit dem jeweils abgeschitzten relativen NFAT-Gehalt
der Zellen. Es lisst sich also Folgendes festhalten: Im Rahmen der Messgenauigkeit
und unter dem Vorbehalt der methodischen Einschrinkungen ist die CD3-
induzierte Apoptoserate dem Gesamt-INFAT-Gehalt der Formen NFATc2 und

NFATc3 direkt proportional. Man sollte dabei jedoch nicht vergessen, dass die vor-

!4 Griine Werte in der Messwerttabelle in Anhang A.4.

'5Siehe dazu Anhang A.4.

'6Die hellsten griinen Balken geben — wie in der Legende zu Abb. 3.6 vermerkt — die Apoptoseraten
unter Beriicksichtigung aller Messzeitpunkte wieder, wihrend bei den mittleren griinen Balken die 6-h-
Werte unberiicksichtigt bleiben.
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Korrelation zwischen NFAT-Menge und CD3-vermittelter Apoptoserate
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Abbildung 3.6: Korrelation von NFAT-Menge (c2+c3) und CD3-vermittelter Apoptoserate.
Aufgetragen sind fiir die angegebenen Zelltypen die bzgl. der spontanen Rate bereinigten und
bzgl. der Wildtyp-Zellen normierten Apoptoseraten nach «CD3-Induktion als Mittelwerte iiber
unterschiedlich viele Messzeitpunkte (der Experimente A und B gemeinsam) neben dem geschétz-
ten NFAT-Gehalt der jeweiligen Zelltypen. Die Fehlerbalken ergeben sich bei den Apoptoseraten
aus einer Abschéitzung der Messgenauigkeit mit anschlieBender Fehlerrechnung, die der relativen
NFAT-Mengen aus der Ungenauigkeit der graphischen Auswertung ohne Beriicksichtigung evtl.
methodischer Unsicherheiten.

liegende Datenmenge fiir eine fundierte Untermauerung der gemachten Aussage nicht
ausreichend ist, so dass diesbeziiglich weitere Forschungsarbeit notwendig bleibt. Selbst-
verstindlich gelten die hier gemachten Aussagen streng genommen nur fiir das unter-

suchte System, also CD4"-T-Zellen aus den Lymphknoten von Méusen.
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Kapitel 4

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der NFAT-Transkriptionsfaktoren NFATc2
und NFATc3 beim AICD als Sonderform der Apoptose von peripheren CD4"-T-Lym-
phozyten aus Lymphknoten von Miusen untersucht. Dabei zeigte sich aus dem Vergleich
von unterschiedlichen NFAT-defizienten ‘Knock-out’-Tieren, dass die CD3-vermittelte
Apoptose (AICD) — im Gegensatz zur Fas-vermittelten — mit dem Gesamtgehalt der
Zelle an NFATc¢2 und NFATc3 korreliert und diesbeziiglich eine direkte Proportiona-
litdt angenommen werden kann. Dazu waren zwei unabhéngige Experimente mit teilwei-
se unterschiedlichen Zelltypen durchgefithrt worden. Zunichst soll auf einige besondere
Aspekte dieser Experimente eingegangen werden, bevor dann grundlegende Fragestellun-
gen beziiglich der Methodik und der Einordnung ins Gesamtbild des AICD diskutiert
werden. Abschlieflend soll ein Ausblick einige der mit dieser Arbeit assoziierten, offenen

Fragestellungen beleuchten.

4.1 Spezifische Aspekte der durchgefiihrten Experimente

4.1.1 TUnterschied der spontanen Apoptoserate

Zwischen den beiden Experimenten A und B (siehe Abschnitt 3.2.1) ergab sich eine spon-
tane Apoptoserate (zeitabhingig) der nicht induzierten Zellen in einem Verhéltnis von ca.
30 % :10 % zueinander. Dabei lagen die Absolutwerte der induzierten Apoptoseraten bei
beiden Experimenten in vergleichbaren Bereichen (siehe Messwerttabelle in Anhang A.4).
Dieser Unterschied von Faktor 3 ist signifikant. Die Moglichkeit interindividueller Schwan-

kungen, z.B. in Abhéngigkeit vom Infektstatus und der immunologischen Vergangenheit
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der Tiere, scheidet weitgehend aus, da die Zellen der jeweils parallel untersuchten Tiere
erstaunlich gleiche spontane Apoptoseraten zeigten. Naheliegender ist es, die Ursache im
Handling der Zellen und bei den applizierten Substanzen (insbesondere des Mediums, der
Antikoérper aCD3, «CD28 und des Interleukin 2) zu suchen. Auch die Zelldichte in den
Kulturschalen kénnte ausschlaggebend sein. Soweit feststellbar waren bei beiden Experi-
menten alle dufleren Bedingungen vergleichbar, einzig das Kulturmedium wihrend der
Zeit der initialen Stimulation und Expansion (siehe Kapitel 2) unterschied sich in beiden
Experimenten (bei A: RPMI 1640; bei B: X-VIVO 15; Einzelheiten siehe Anhang B.2),
so dass hier vermutlich die Ursache der unterschiedlichen spontanen Apoptoserate liegen

diirfte.

4.1.2 Gleiche Apoptoseraten bei Einfach- und Doppelt-k.o.-Miusen

Im Gegensatz zu der zusitzlichen signifikanten Reduktion der CD3-vermittelten Apop-
toserate beim Vergleich von Einfach- (NFATc2~/~c3+/*) zu 1'/> fach-k.o.-Zellen (NFAT
2 /~e37/ *) in Experiment B zeigte sich praktisch keine zusitzliche Reduktion in Expe-
riment A zwischen den Einfach- (NFATc2~/~¢3%/%) und den Doppelt-k.o.-Zellen (NFAT
¢27/=¢37/7). Zur Erklirung dieses Sachverhaltes sind unterschiedliche Ansiitze dankbar:

(a) Es wurde bei beiden Zelltypen kein «CD3 zugegeben (Experimentierfehler bei A).

(b) Es bestand in Wirklichkeit kein Unterschied zwischen den als Einfach- und Doppelt-
k.o. bezeichneten Zellen (falsche Genotypisierung bei A).

(c) Bei den 1'/2fach-k.o.-Zellen wurde aCD3 vergessen (Experimentierfehler bei B).

(d) Die hohe spontane Apoptoserate bei A ist Schuld, dass ein doch vorhandener Un-
terschied nicht erkannt wird (systematischer Fehler).

(e) Es handelt sich nur um statistische Schwankungen, die einen doch vorhandenen
Unterschied verschleiern (Zufall).

Zur Beurteilung von Punkt (a) muss daran erinnert werden (siehe Kapitel 2), dass zur
Induktion der Apoptose plattengebundene (siehe auch Anhang B) aCD3-Antikérper und
fiir jeden Messzeitpunkt eine eigene Kammer der Zellkulturplatten verwendet wurden.
Dass also im Sinne eines Experimentierfehlers vergessen wurde, die Hilfte aller Kammern
(also 8 Stiick) mit «CD3-Antikérpern zu beschicken (die andere Hilfte fiir die Wildtyp-
Zellen aber nicht), ist praktisch ausgeschlossen. Auch von den Messergebnissen her (der
24-h-Wert nach aCD3-Stimulation unterscheidet sich bei beiden Zelltypen deutlich von

der spontanen Apoptoserate, siche Abb. 3.3) scheint diese Erklirung unwahrscheinlich.
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Allerdings soll nicht verschwiegen werden, dass fiir das Experiment A alleine weder bei
den Einfach- noch bei den Doppelt-k.o.-Zellen der Unterschied zwischen der spontanen
und der aCD3-vermittelten Apoptoserate signifikant ist (siehe Abb. 3.3 und Tab. 3.1).
Um Hypothese (b) beurteilen zu kénnen, soll zunéchst der ‘Southern Blot’ beziiglich
NFATc3 gezeigt werden, der zur Genotypisierung der verwendeten Miuse (DNA aus
Schwanzmaterial der Tiere, amplifiziert mittels PCR) in Experiment A fiihrte (siehe

Abbildung 4.1). Alle Miuse dieses Wurfes waren zusitzlich vom NFATc2~/~-Genotyp.

Southern-Blot zur Genotypisierung beziiglich NFATc3

Knock-out

Wildtyp

Maus Nr.

NFATc3 -+ -/- -+ +/+ -+ -+

Abbildung 4.1: ‘Southern-Blot’ zur Detektion des NFATc3-Genotyps!. Die DNA aus Schwanz-
material der M#use (fiir Experiment A) wurde zuvor mittels PCR amplifiziert. Jede Spalte

entspricht einer Maus des Wurfes. Die obere Bande reprisentiert den Knock-out-Genotyp bzgl.
NFATc3, die untere Bande den Wildtyp.

Man erkennt, dass vier der sechs M&use dieses Wurfes beziiglich NFATc3 heterozygot sind
(bei Nr. 1,3,5 und 6 sind beide Banden in Abb. 4.1(schwach) vertreten), eine Maus (Nr. 2)
ist homozygot ‘ausgeknockt’ (NFATc3~/~, also die Doppel-k.o.-Maus in Experiment A)
und eine Maus (Nr. 4) ist beziiglich NFATc3 wildtypisch (also die Einfach-k.o.-Maus in
Experiment A). Falls also die beiden verwendeten, als NFAT-defizient bezeichneten Tiere
in Experiment A dieselbe Genausstattung besessen hétten, konnte es sich in diesem Wurf
nur um Tiere des Typs NFATc2~/~¢3~/* handeln. Dies wiirde aber bedeuten, dass gleich

beide Tiere verwechselt worden wiren, was doch sehr unwahrscheinlich erscheint.

'"Darstellung des Blots mit freundlicher Genehmigung von T. TWARDZIK aus unserem Labor.
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Hinter Aussage (c) verbirgt sich der Gedanke, dass bei Experiment B zwischen den
beiden Knock-out-Tieren eigentlich ebenfalls kein Unterschied im AICD bestehen kénnte,
und die gezeigte zusitzliche Reduktion von einer fehlenden Induktion bei den NFATc2~/~
¢3~/*-Zellen herrithren kénnte. Abbildung 3.3 f zeigt im direkten Vergleich die spontanen
und induzierten Apoptoseraten fiir diesen Zelltyp. Da ihr Unterschied (zumindest fiir die
ersten drei Messpunkte) signifikant ist, ist Hypothese (c) sehr unwahrscheinlich.

Kann die vorliegende, relativ hohe spontane Apoptoserate den (evtl. doch tatséchlich
vorhandenen) Unterschied im AICD der Einfach- und Doppelt-k.o.-Zellen verschleiert
haben? Gemif den Uberlegungen in Anhang A.2 ist davon auszugehen, dass die spontane
und die induzierte Apoptoserate voneinander unabhdngig sind. Ein einfaches ‘Versinken’
der induzierten Raten unter das Niveau der spontanen Rate ist daher nicht zu erwarten.
Je hoher aber die spontane Rate ist, desto mehr werden die induzierten Werte ‘gedriickt’
(denn z.B. 30 % spontane Rate und 20 % induzierte Rate fithren nicht zu 50 %, sondern
nur zu einer gemessenen Rate von 44 %). Sie ‘ragen’ also gewissermaflen immer weniger
aus dem ‘See’ der spontanen Rate heraus (im Beispiel nur um 14 %-Punkte, statt wie
z.B. um 18 %-Punkte bei einer spontanen Rate von nur 10 %). Beriicksichtigt man dazu
noch das ‘Rauschen’ der spontanen Rate (+ 5 %-Punkte) und die Messungenauigkeit der
induzierten Rate (ebenfalls £ 5 %-Punkte), kann tatsichlich ein eventuell vorhandener
Unterschied nicht mehr als signifikant erkannt werden.

Die gerade dargelegten Ausfithrungen haben neben dem Punkt (d) den Punkt (e)
bereits mitbeantwortet, so dass als Fazit festgehalten werden kann: Eine hohe sponta-
ne Apoptoserate iiberdeckt zwar die induzierten Werte nicht, macht aber — zusammen
mit der immer vorhandenen Messungenauigkeit — die Auswertung schwieriger (man er-
kennt auf den ‘ersten Blick’ die Verhéltnisse nicht sicher) und reduziert das Signifikanzni-
veau beim Vergleich der stéirker ‘verrauschten’ Werte. Eine Kombination der Erklarungs-
ansitze (d) und (e) erscheint demnach als plausibelste Begriindung fiir den kaum zu
beobachtenden Unterschied im AICD der Einfach- und Doppelt-k.o.-Zellen bei Experi-

ment A.
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4.2 Allgemeine Aspekte beziiglich der Methodik

4.2.1 (Un-)Mittelbarkeit der Wirkung des NFAT-Mangels

Die beobachtete Reduktion des AICD bei NFAT-defizienten ‘Knock-out’-Tieren kann —
wie angenommen — eine unmittelbare Folge der fehlenden NFAT-Faktoren in den Si-
gnalwegen der Zelle zum aktuellen Zeitpunkt der Auslosung des AICD sein. Alternativ
konnte aber auch der NFAT-Mangel wihrend der Entwicklung der Zelle (oder der Maus)
diese so beeintrichtigt oder verdndert haben, dass auf Grund dieses anderen Zustan-
des die Auslosbarkeit des AICD beeintrichtigt ist. Demnach wire dann nur die NFAT-
Ausstattung wihrend des Zeitintervalles der Reifung der Zelle ausschlaggebend und nicht
die zum Zeitpunkt der Apoptoseinduktion. Die Reduktion des AICD wére dann also nur
mittelbare Folge eines fritheren NFAT-Mangels. Auch beliebig gewichtete Kombinatio-
nen dieser beiden Thesen sind natiirlich denkbar.

Die beobachtete Proportionalitit der Beziehung NFAT-Gehalt <+ ATICD-Ausmaf legt
das Vorliegen eines Parameters nahe, dessen Quantitidt letztlich ausschlaggebend ist.
Im Falle der ersten Hypothese (Unmittelbarkeit) ist dies augenscheinlich der NFAT-
Gesamtgehalt an den Faktoren NFATc2 und NFATc3. Bei der zweiten Hypothese (Mit-
telbarkeit) kann man sich zwar gut eine prinzipielle Verdnderung der Ausloseschwelle des
AICD vorstellen, aber wer bzw. was — wenn nicht der NFAT-Gehalt selbst — kann die
Rolle des verantwortlichen, kontinuierlichen Parameters iibernehmen? Derzeit gibt es aus
Sicht der Experimente keine Notwendigkeit, dieses zweite und kompliziertere Modell an-
zunehmen. Experimentelle Moglichkeiten, diesen Sachverhalt zu kliren, bestehen darin,
den NFAT-Gehalt erst nach der Reifung zu verringern (nachtrigliche Genabschaltung
oder nachtriigliches Einschleusen von dominant negativen? NFAT-Mutationen) oder bei
‘NFAT-Knock-out’-Tieren den NFAT-Mangel nach der Reifung wieder zu beheben (Zu-
gabe von NFAT von auflen oder nachtrigliches Einschleusen intakter NFAT-Gene) bzw.
von vornherein die Wirkung einer nachtriglich vermehrten NFAT-Produktion zu unter-
suchen.

Den Gedanken der nachtriglichen Reparation bei ‘Knock-out’-Tieren verfolgten da-
bei RENGARAJAN ET AL. in [39]. Dort wurden murine Doppel-k.o.-Lymphknotenzellen

(NFATc2~/~ ¢37/~) mit einem Luciferase-Reporterplasmid unter der Kontrolle des FasL-

2Uberexpression eines artifiziellen Proteins, das die Funktion des zu untersuchenden Proteins stért,
z.B. durch funktionslose kompetitive Bindung der zugehérigen Zielstruktur.
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Promotors transfiziert. Eine Koexpression von NFATc2 fiihrte zu einer Verdopplung der
Aktivitidt des Promotors und ermdéglichte eine Stimulierbarkeit (auf das Vierfache) mit
Calciumliberatoren?. Die fehlende Aktivitit des FasL-Promotors in der NFAT-defizienten
Zelle wird also durch zusétzliches Einbringen von NFATc2 behoben, eine Induktion des
AICD sollte also dann moglich sein (wurde aber in [39] nicht nachgewiesen).

In unserer Arbeitsgruppe wurde diesbeziiglich der Ansatz verfolgt, die Wirkung einer
(nach Abschluss der Reifung) gesteigerten NFAT-Menge auf die Apoptoserate zu un-
tersuchen [45, 5]. Dazu wurden CD4"-T-Zellen aus Lymphknoten von (bzgl. der NFAT-
Ausstattung wildtypischen) Méiusen mit Retroviren infiziert, die dann das so eingebrachte
NFATc2-Gen (unter der Kontrolle des Zytomegalie-Virus-Promotors) exprimierten. Nach
Induktion der Apoptose mit aCD3 wurde dann die Apoptoserate im Vergleich zu Zellen,
die mit dem Leer-Vektor infiziert waren, gemessen (siehe [45] bzw. [5]):

Apoptoserate H Leer-Vektor ‘ NFATc2-Vektor

spontan 10 % 16 %
nach aCD3 41 % 84 %

Es zeigte sich also sowohl eine deutliche Steigerung der spontanen als auch insbesondere
eine Verdopplung der induzierten Apoptoserate. Dies unterstiitzt die These, dass der
AICD unmittelbar vom NFAT-Gehalt? — zum Zeitpunkt der Auslésung und
nicht wiahrend der Reifung der Zelle — abhéngt.

Ein Versuch, den wirksamen NFAT-Gehalt durch Einbringung dominant negativer
Genprodukte mittels Retroviren erst im Nachhinein zu verringern, war im Rahmen die-
ser Arbeit unternommen worden, scheiterte aber an einer ungeniigenden Infektionsrate
der Zellen. Erst der Ubergang zu transgenen Miusen eines T-Zell-Rezeptor-Klons und
der Stimulation iiber das zugehorige Antigen konnte die genannten Schwierigkeiten iiber-

kommen (siehe dazu [45]).

4.2.2 Beschrinkte Giiltigkeit des Modellsystems

In der vorliegenden Arbeit wurden T-Helfer-Zellen (CD47") aus Lymphknoten von Miusen
untersucht. Streng genommen beziehen sich demnach alle gemachten Aussagen beziiglich

der NFAT-Transkriptionsfaktoren und ihrer Beziehung zum AICD nur auf diesen Zelltyp.

SPMA und Inomycin

“Eine quantitative Einordnung in die Werte dieser Arbeit ist auf Grund des unterschiedlichen Promo-
tors (NFATc2-Promotor der Maus <> Zytomegalievirus-Promotor) nicht méglich, da die Steigerung der
NFAT-Menge nicht bekannt ist.
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Die Hoffnung bei der Untersuchung eines Modellsystems ist stets auf die Moglichkeit ei-
ner Verallgemeinerung gerichtet (anderer Reifungsgrad oder andere Lokalisation der Zelle,
andere Spezies, anderer Zelltyp). Dass dabei aber grofie Vorsicht geboten ist, zeigen die
Ergebnisse von OUKKA ET AL. [33]. Bei der Untersuchung von Doppelt-positiven Thymo-
zyten (CD4™, CD87) — also den unreifen Vorliuferzellen der (z.B. CD4") T-Lymphozyten
—aus dem Thymus von NFATc3-knock-out-Mausen zeigte sich eine gesteigerte Apoptose
nach CD3-vermittelter Induktion. Demnach scheint also die Folge eines NFATc3-Mangels
in doppelt-positiven (CD4", CD8") und in einfach-positiven (CD4")-T-Zellen genau ent-
gegengesetzt auszufallen (Steigerung <+ Reduktion des AICD). Bei den Thymozyten war
die Reduktion des NFATc3 (dominierender NFAT-Typ dieser Zellen) mit einer Herun-
terregulation des antiapoptotischen Faktors Bcl-2 assoziiert. Moglicherweise ist wihrend
der Entwicklung (Bcl-2-Expression gering) die Kontrolle des Bcl-2-Promotors NFAT-
abhéngig, wohingegen bei reifen Zellen die Bel-2-Expression konstitutiv hochreguliert ist
und evtl. keiner NFAT-Stimulation mehr bedarf. Einzelheiten dazu sind jedoch nicht er-
forscht, bis zu ihrer Kldrung halten wir aber fest: Der Reifegrad der untersuchten Zellen
(assoziiert mit der dadurch unterschiedlichen Lokalisation) stellt sich bereits als kritischer
Parameter fiir die Beziehung NFAT-Menge <> AICD dar.

Auf der anderen Seite konnten KONDO ET AL. dagegen zeigen, dass NFATc2 auch in
(humanen) Burkitt-Lymphom-B-Zellen eine Schliisselrolle im AICD (ausgelost iiber Ak-
tivierung des B-Zell-Rezeptors) spielt [20]. Die pro-apoptotische Bedeutung von NFATc2
beschriankt sich demnach nicht auf T-Zellen oder Méuse, allerdings muss jede Erweite-
rung des Giiltigkeitsbereiches der gemachten Aussagen — wie bereits gesagt — im Einzelfall

entsprechend iiberpriift werden.

4.3 Beziehung zum Gesamtbild des AICD

4.3.1 Implikationen der Proportionalitét

Die in dieser Arbeit dargelegte Proportionalitit zwischen dem NFAT-Gehalt und dem
AICD (bei T-Helfer-Zellen aus den Lymphknoten von Mausen) impliziert einige Schluss-
folgerungen, die nun dargelegt werden sollen.

Der im letzten Satz angesprochene NFAT-Gehalt bezieht sich auf die Gesamtmenge
der beiden Faktoren NFATc2 und NFATc3. Die Proportionalitit beinhaltet den Bereich
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von 0 % bis 100 %, also kein NFATc2/c3 (0 %) bedeutet kein AICD (0 %) und wvolle
Menge an NFATc2/c3 (100 %) bedeutet voller Umfang des AICD (100 %). Dies impli-
ziert, dass die iibrigen NFAT-Formen (NFATcl, NFATc4) keinen Einfluss auf
den AICD ausiiben. Aus der Literatur ist bekannt, dass NFATc4 in den Lymphozyten
rein quantitativ kaum eine Rolle spielt [43, 39]. Dem Faktor NFATc1, der sehr wohl in be-
trachtlichem Umfang in Lymphozyten auftritt, wird eine positive, proliferative Wirkung
im Sinne einer Verstirkung der Immunantwort zugeschrieben [37, 34, 36|, ohne einen
signifikanten Einfluss auf den Zelluntergang mittels AICD. Die in dieser Arbeit beschrie-
bene Proportionalitit zwischen der Gesamtmenge an NFATc2+c3 mit dem Ausmaf des
ATICD bestétigt also die aus der Literatur nahegelegte Vermutung, dass NFATc¢l und
NFATc4 beziiglich des AICD der T-Lymphozyten (CD4™") keine Rolle spielen. NFATc4-
defiziente Miuse zeigen weder makroskopische noch mikroskopische Auffalligkeiten [9],
allerdings wurde die Apoptose von T-Lymphozyten bei diesen Tieren (in [9]) nicht ex-
plizit untersucht. Auch bei den NFATcl-defizienten T-Lymphozyten [36], bei denen sich
eine beeintrachtigte Aktivierung zeigt, wurde in [36] eine Auswirkung auf die Apoptose
nicht direkt untersucht.® Bei Uberezpression von NFATcl [5, 45] hingt die Wirkung von
der genauen Isoform ab: Bei NFATc1/A zeigt sich keine Verinderung der AICD-Rate,
bei NFATc1/C hingegen ein Anstieg der Apoptose, vergleichbar mit dem bei Uberex-
pression von NFATc2 [5]. Aus der Tatsache, dass bei kompletter NFATc2/c3-Defizienz
praktisch keine induzierte Apoptosesteigerung mehr auftritt (Messwert vereinbar mit 0 %
im Rahmen der Messgenauigkeit), ldsst sich folgern, dass in vivo der Isoform NFATc1/C
im Rahmen des AICD keine entscheidende Rolle zukommen kann. RANGER ET AL. be-
richten dementsprechend in [37] auch von einer Pridominanz der Isoform NFATc1/A in
den untersuchten Zellen. Beziiglich NFATc1/C wére prinzipiell — nach den Daten die-
ser Arbeit — lediglich eine Verstirkerfunktion denkbar, jedoch keine mit den Faktoren
NFATc2/c3 gleichwertige Wirkungsweise (also keine additive, sondern eine multiplikative
Wirkung).

Neben den Unterschieden der NFAT-Faktoren (c2,c3 «+ cl,c4) bestétigt aber die ge-
fundene Proportionalitit die — zumindest beziiglich des AICD bestehende — Austausch-
barkeit der Formen NFATc2 und NFATc3 untereinander. Allerdings muss einschriankend
erwidhnt werden, dass fiir alleinige NFATc3-Defizienz (bei normalem NFATc2-Gehalt)

®Nach neuesten Daten kommt NFATcl in speziellen B-Zellen (humane DT40-Zellen) eine anti-
apoptotische Wirkung zu [21].

40



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.3

das Apoptoseverhalten nach CD3-Stimulation unbekannt ist. Bei OUKKA ET AL. in [33]
wurde nur der AICD bei unreifen Thymozyten untersucht®, nicht jedoch in peripheren
T-Helfer-Zellen, so dass die direkte Bestéitigung diesbeziiglich noch aussteht. Alternativ
zum ‘Nebeneinander’ der beiden Faktoren NFATc2 und NFATc3 wire die Moglichkeit
denkbar, dass bei Wildtyp-Zellen nur der Faktor NFATc2 (dominiert in T-Lymphozyten
iiber NFATc3) die Apoptose reguliert, und erst beim Ausfall dieses Typs (kiinstlich
in NFATc2-Knock-out-Tieren) der Faktor NFATc3 ‘einspringt’ und — entsprechend sei-
ner mengenméfigen Verteilung — eine Restfunktion in der Apoptoseregulation aufrecht
erhilt. Unter dieser Annahme miissten sich die Apoptoseraten der untersuchten Zellty-
pen (Knock-out-Grad 0 - 1 - 11/2 - 2) nicht — wie in Abbildung 3.6 angegeben — wie
100 : 43 : 22: 07, sondern wie 100 : 77 : 38 : 0® verhalten. Letzteres stimmt aber mit
den gemessenen Werten (siehe ebenfalls Abb. 3.6) nicht iberein, so dass wohl doch die
additive Wirkung von NFATc2 + NFATc3 zur Entfaltung kommt.

Bei RANGER ET AL. wird in [37] beziiglich der Aktivierbarkeit iiber den T-Zell-
Rezeptor ein Schwellenwert-Modell fiir T-Zellen angenommen. Demnach erh6hen NFATc2
und NFATc3 diese Schwelle (Vermeidung von Hyperproliferation), wohingegen NFATc1
die Schwelle erniedrigt (Vermeidung von Hypoproliferation). Aus der Tatsache, dass
NFATc2/c3-doppelt-knock-out-Mause einen deutlich verinderten Phinotyp zeigen (Hy-
perproliferation bzw. mangelnde Apoptose und Hyperaktivierung), die jeweiligen Einzel-
knock-out-Tiere dagegen nicht [37], schlielen die Autoren, dass ein diskreter Schwellen-
wert existieren muss, der die beiden Phénotypen (Hyperproliferation <> normal) von-
einander trennt. Beriicksichtigt man die in dieser Arbeit aufgezeigte Proportionalitéit, so
kann die postulierte Schwelle nicht von Seiten des NFAT-Gehaltes bzgl. der Formen c¢2
und c¢3 herrithren, da beziiglich der Apoptose keine Schwelle, sondern nur ein ‘mehr
oder weniger’ existiert. Ein Gegenspieler-System aber, das sich seinerseits insgesamt auf
einem definierten ‘Level’ befindet, kann — je nach Héhe dieses Levels — das oben beschrie-
bene Szenario beziiglich des Phinotyps ermoglichen. Liegt also das ‘Gegenspieler-Level’
entsprechend niedrig, dass bereits einer der Faktoren NFATc2 oder NFATc3 ausreicht,
um die Wirkung der Gegenspieler (z.B. entsprechende Isoformen des NFATc1) zu kom-

pensieren, so fithrt erst der gleichzeitige Mangel beider Formen zum Ungleichgewicht

5Wie bereits in Abschnitt 4.2.2 dargelegt, zeigte sich dabei eine vermehrte Apoptoserate.
Tentsprechend der NFAT-Mengen: c24c3 - ¢3 - 1/2¢3 - 0
Sentsprechend der NFAT-Mengen: ¢2 - ¢3 - 1/2¢3 - 0
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und damit zur Eskalation des Phinotyps. Es kann also davon ausgegangen werden, dass
das Gleichgewichtsniveau nicht auf einer Hoéhe liegen kann, die die Wirkung beider For-
men gleichzeitig nétig macht. Vielmehr besteht eine Sicherheitsreserve mit der Mdoglich-
keit der gegenseitigen Vertretung. Allerdings muss unter Beriicksichtigung der vorherigen
Ausfithrungen davon ausgegangen werden, dass prinzipiell beide Formen gleichzeitig ak-
tiv sind und evtl. nur das Uberwiegen des Gegenspielers (unabhingig davon um wieviel

— also rein qualitativ, nicht quantitativ) den Normalzustand ausmacht.

4.3.2 Das Geflecht der Signalwege

Bei SCHUH ET AL. in [44] wurde bei NFATc2-defizienten T-Zellen eine unbeeintrdichtig-
te Apoptose nach Stimulation mit aFas festgestellt, was sich mit den Ergebnissen die-
ser Arbeit deckt. Allerdings wurde ohne Demonstration der Daten konstatiert, dass bei
NFAT-defizienten Lymphozyten die Expression des FasL mit der von Wildtyp-Zellen
vergleichbar sei (wohl bei naiven Zellen ohne Apoptoseinduktion, Angaben dazu feh-
len). Bei HODGE ET AL. wurden in [12] ebenfalls NFATc2-defiziente Miuse untersucht.
Nach in-vivo-Simulation mit «CD3 zeigte sich bei der ‘Northern-Blot’-Analyse der RNA
(aus Milzzellen) eine deutliche FasL-Reduktion im Vergleich zu Wildtyp-Zellen.? Un-
ter Beriicksichtigung der unbestrittenen Reduktion des AICD bei NFATc2-defizienten
T-Zellen und des vermuteten Signalweges iiber den FasL-Promotor [25, 53] muss davon
ausgegangen werden, dass auch bei den ‘Knock-out’-Zellen in [44] nach Apoptoseinduktion
ein Unterschied bzgl. der FasL-Expression im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen vorhanden
ist.

VAN PARILJS ET AL. konnten in [57] zeigen, dass zur CD3-vermittelten Hochregulation
von FasLi das Vorhandensein des Faktors Statb notwendig ist, um den vollen Umfang
des AICD zu erhalten.

RENGARAJAN ET AL. beschreiben in [39] die NFATc2/c3-Abhéngigkeit der Transkrip-
tionsfaktoren Egr2 und Egr3,'0 die ihrerseits als potente Aktivatoren der FasL-Expression
bekannt sind [28, 29]. Zum einen wird dort durch Untersuchungen an NFATc2 /-,
NFATc3/~-Einfach- und NFATc¢2/~¢3~/~-Doppelt-k.o.-Miusen festgestellt, dass nur
NFATc2 oder NFATc3 zur Expression der Egr-Faktoren 2 und 3 notwendig ist. In Trans-

90Ohne CD3-Stimulation zeigte sich keine nachweisbare Menge von FasL. Die gefundene Menge an Fas
war praktisch unabhingig vom Zelltyp und von der CD3-Stimulation.
10¢Egr’ steht fiir “early growth response”.
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fektionsexperimenten mit NFATc2/~¢3~/~-k.o.-Zellen konnte mittels des Luciferase-
Reportergens und entsprechenden Kotransfektionen weiter gezeigt werden, dass der FasL-
Promotor sowohl durch NFATc2 allein, als auch durch Egr3 allein transaktiviert werden
kann.

SYTWU ET AL. konnten in [54] bei Fas-defizienten (Ipr*/*) Tieren nach in-vivo-
Stimulation des transgenen T-Zell-Rezeptors keinen Unterschied beziiglich des AICD bei
reifen CD4"-T-Zellen gegeniiber Fas-tragenden Vergleichszellen erkennen. Daraus folgern
die Autoren die Existenz eines Fas-unabhingigen Signalweges zur Auslosung des
AICD. RUSSELL ET AL. hingegen beschreiben fiir denselben Fas-defizienten Zelltyp in
[41] gerade doch einen Defekt im AICD, wobei hier explizit eine Induktion mit «CD3
vorgenommen wurde. Eine Kliarung dieser Frage konnte evtl. durch den Einsatz von
blockierenden Antikorpern gegen Fasl, oder Fas gelingen.

So oder so ist erkennbar, dass es sich bei der Auslésung des AICD weniger um einen
einzelnen Signalweg im Sinne einer kettenformigen Abfolge, als vielmehr um ein Geflecht
aus vielen verschiedenen Signalkaskaden (sieche Abbildung 4.2) handelt, das sich — bei
unserem derzeitig noch unvollstindigen Wissen dariiber — gleichsam als Trrgarten (sie-
he z.B. die widerspriichlichen Ergebnisse im letzten Absatz) darstellt, fiir den wir den

berithmten “Roten Faden” noch finden miissen.

CD28 TCRj

NFATc2/c3

|

Bcl-2 Stat5 » FasL <Egr3

Abbildung 4.2: Uberblick iiber einen kleinen, im Text beschriebenen Ausschnitt aus dem Ge-
flecht der Signalwege zur Regulation des AICD in T-Helfer-Zellen. Der wahrscheinliche Hauptweg
des AICD ist dabei ‘fett’ markiert.
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4.4 Ausblick

Es liegt also noch viel Forschungsarbeit vor uns, viele Wege in dem im letzten Abschnitt
beschriebenen ‘Irrgarten’ gilt es noch zu erkunden, und je weiter wir vordringen, desto
mehr Verzweigungen entdecken wir.

So fiihrt z.B. die Charakterisierung unterschiedlicher NFAT-Isoformen unweigerlich
zur Frage, wie diese sich denn jeweils beziiglich des AICD verhalten. Dass dabei keine
einheitliche Antwort zu erwarten ist, zeigen bereits erste Ergebnisse in [5].

Es wurde ebenfalls erwéhnt, dass eine Ausweitung des Giiltigkeitsbereiches gemach-
ter Aussagen nicht unkritisch vorgenommen werden darf. Thymozyten und reife T-Zellen
verhalten sich, wie erwdhnt, nicht zwangsldufig gleich. Es kénnte sich als spannend und
lohnend herausstellen, den Grund fiir die unterschiedliche Reaktionsweise herauszuarbei-
ten.

Wie wir aus Betrachtungen in der Physik (Quantenmechanik) wissen, wird jedes Sys-
tem durch eine Messung an ihm unweigerlich verdndert. Messen ist nicht nur beobachten,
messen heifit eingreifen. Allein schon aus diesem Grund ist es dringend erforderlich, alle
gemachten Aussagen auch aus anderen Blickwinkeln zu {iberpriifen und sich neue Mess-
anordnungen zu iiberlegen. Der NFAT-Einfluss auf eine Zelle kann durch Gen-knock-out
verindert werden, oder durch Uberexpression mittels Retroviren, oder durch Transfektion
von Plasmiden, oder durch blockierende Antikérper auf unterschiedlichen Ebenen, oder
durch direkte Zugabe von auflen, oder... . Jede Methode liefert einen neuen Blickwinkel

und hilft uns so, die Landkarte unseres Wissens zu vervollstdndigen.
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Zusammenfassung

Der ‘Activation Induced Cell Death’ (AICD) stellt eine Sonderform der Apoptose dar,
deren reibungsloses Funktionieren nicht nur fiir den gezielten Untergang einer einzelnen
Zelle verantwortlich ist, sondern auch dadurch fiir das Uberleben des Gesamtorganismus
unabdingbar wird.!

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der NFAT-Transkriptionsfaktoren, ge-
nauer die der Formen NFATc2 und NFATc¢3, beim AICD von peripheren T-Lymphozy-
ten untersucht. Dazu wurde besonders die Auslosbarkeit der Apoptose mittels aCD3-
Antikérpern bei Wildtyp- bzw. ‘Knock-out’-Mausen mit folgender NFAT-Ausstattung
verglichen: NFATc2/*¢3/+, NFATc2/~¢3t/*+, NFATc2~/~¢3~/+, NFATc2 /~¢37/~.

In zwei unabhéngigen Experimenten wurden aus den Lymphknoten dieser Tiere
CD4*"-T-Helfer-Zellen isoliert und mit «CD28, aCD3 und IL-2 kompetent fiir drei Ta-
ge stimuliert. Nach vier weiteren Tagen der Expansion nur unter Anwesenheit von IL-2
wurde schliefllich mittels «CD3 bzw. aFas die Apoptose induziert und zu verschiedenen
Zeitpunkten mittels FACS-Analyse nach Farbung mit Annexin-V gemessen.

Dabei zeigte sich, dass die CD3-vermittelte Apoptose — im Gegensatz zur Fas-ver-
mittelten — mit dem Gesamtgehalt der Zelle an NFATc2 und NFATc3 korreliert und
diesbeziiglich eine direkte Proportionalitdt angenommen werden kann.

Neben spezifischen Aspekten der durchgefithrten Experimente wurden auch prinzi-
pielle Uberlegungen zur Methodik diskutiert und das Ergebnis in das aus der Literatur
bekannte Gesamtbild des AICD eingeordnet.

'Tm Wechselspiel zwischen Zelle und zugehérigem Gesamtorganismus bewahrheitet sich so der Bibel-
vers: “Wer an seinem Leben héngt verliert es; wer aber sein Leben in dieser Welt geringachtet, wird es
bewahren ...” [2]
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Anhang A
Erganzungen

A.1 Details der (In-)Aktivierung von T-Helfer-Zellen

Das Schliisselereignis der Aktivierung einer reifen T-Helfer-Zelle [13, 15], die defini-
tionsgemifl CD4-positiv ist, stellt die Bindung einer Antigensequenz' dar, die der T-
Helfer-Zelle iiber ein MHC-II-Molekiil prisentiert werden muss. Das linearisierte Anti-
genbruchstiick stammt dabei aus dem Phagozytoseinhalt einer professionellen Antigen-
prasentierenden Zelle (APC), also einer dendritischen Zelle, eines Makrophagen oder
einer B-Zelle (alle anderen Zellen enthalten in der Regel nur MHC-I-Molekiile). Da der
T-Zell-Rezeptor (TCR) keinen ausreichenden zytoplasmatischen Anteil besitzt, ist dieser
stets mit einem CD3-Komplex vergesellschaftet, der die Signalweiterleitung ins Inne-
re der Zelle iibernimmt. Letzterer wird dabei durch extrazellulire Wechselwirkung mit
dem T-Zell-Rezeptor aktiviert. Unterstiitzt wird diese Antigenerkennung durch zusétzli-
che, unspezifische Bindung des MHC-II-Molekiils iiber den CD4-Komplex, der das TCR-
Signal im Sinne eines Ko-Rezeptors um das 100-fache verstirkt. Dann reichen ca. 100
spezifische Peptid-MHC-Komplexe einer APC aus (ca. 0,1 % der MHC-II-Molekiile einer
solchen Zelle), um eine T-Zelle zu aktivieren [13].2 Zusitzlich zu der gerade beschriebe-
nen spezifischen Wechselwirkung (TCR + Korezeptor CD4) ist fiir die kompetente, zu
Proliferation und Differentiation fiihrende Aktivierung der reifen, naiven T-Helfer-Zelle

ein zweites, kostimulatorisches Signal notwendig. Dazu muss dieselbe APC eine weitere

"Entscheidend ist die Aminosiurensequenz (Linge meist 10-12 Aminosauren [15]), die Faltung des
Peptids ist dabei aufgehoben.

’Fiir die Aktivierung scheint auch das Vorhandensein der Thyrosinphosphatase CD45 auf der Ober-
fliche der T-Helfer-Zelle notig zu sein [30].
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Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung mit der T-Zelle eingehen. Am besten charakterisiert
ist dabei die Interaktion zwischen sog. B7-Molekiilen® der APC mit CD28 der T-Helfer-
Zelle. Das Fehlen einer solchen Kostimulation fiithrt zur Anergie oder gar Apoptose der
T-Zelle.

Die Weiterleitung des Aktivierungssignals ins Innere der Zelle geschieht iiber die Thy-
rosinkinasen Lck * und Fyn ® durch Rekrutierung und Aktivierung von ZAP70°. An dieser
Stelle spaltet sich der Signalweg in mindestens drei Linien auf:

Zum einen fiihrt die Aktivierung des GTP-bindenden Ras-Proteins iiber eine Mehr-
schritt-Kaskade mit Expression, Aktivierung und schlieflich Zusammenlagerung der Pro-
teine Fos und Jun zur Bildung des Transkriptionsfaktors AP-1.

Zum anderen fithrt die Aktivierung der Phospholipase C-y durch ZAP70 mittels Spal-
tung des in der Zellmembran enthaltenen Phosphatidylinositolbisphosphats (PIPs) in
Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) zu den weiteren zwei erwihnten
Signalwegen.

IP3 bewirkt iiber ligandengesteuerte Ca?t-Kanile einen Anstieg der Ca?t-Konzen-
tration im Zytosol und aktiviert, zusammen mit Calmodulin, so die zytosolische Protein-
phosphatase Calcineurin. Dadurch kommt es zur Dephosphorylierung von NFAT-Pro-
teinen, was deren Translokation in den Zellkern ermdglicht, wo sie ihre Wirkung als
Transkriptionsfaktoren entfalten konnen.

Der dritte Signalweg schliellich, der durch DAG in Gang gesetzt werden kann, fiihrt
iiber die Aktivierung der Proteinkinase C und der Bildung des IKK-Komplexes (IxB-
Kinase-Komplex) zur Induktion des Transkriptionsfaktors NF-xB.

Die Zusammenwirkung dieser Transkriptionsfaktoren, d.h. von AP-1, NFAT und NF-
kB, fithrt zur Expression eines spezifischen Genmusters und damit zur Aktivierung der
T-Zelle. Entscheidend dabei ist die Bildung von Interleukinen, insbesondere von IL-2,
IL-4 und IL-12, die autokrin und parakrin zur Proliferation und Differentiation fiithren.
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass durch NFAT-Aktivierung auch die Ex-

pression des Fas-Liganden (FasL) induziert wird [25]. Bevor auf die Konsequenz dieser

3Es handelt sich um zwei strukturverwandte Glykoproteine B7.1 und B7.2, deren funktionelle Unter-
schiede noch nicht geklart sind [13].

“Lek ist mit dem CD4-Molekiil assoziiert [13].

*Fyn stammt aus dem Zytoplasma und lagert sich an Untereinheiten von CD3 an [13].

5Das ‘Zeta(¢)-assoziierte Protein 70’ (ZAP70) stammt aus dem Zytosol. Nach Phosphorylierung der
Untereinheiten von CD3 (u.a. CD3() durch Lck und Fyn erfolgt die Bindung von ZAP70 an CD3 mit
anschlieBender Aktivierung ebenfalls durch Lck und Fyn [13].
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Tatsache fiir das Uberleben bzw. den Untergang aktivierter T-Zellen eingegangen werden
kann, sollte zunichst die Rolle der Kostimulation (B7 — CD28) erortert werden.

Die wichtigste Wirkung des kostimulierenden Signals stellt die Verstirkung der IL-2-
Synthese der T-Zelle dar. Entscheidend dabei ist, dass die Bindung von B7 an CD28 zur
Stabilisierung der IL-2-mRNA fiihrt. Neben dieser Steigerung der Translation (ca. x 20-
30) der mRNA kommt es durch zusitzliche Aktivierung von AP-1 und NF-xB auch zur
verstdrkten Transkription (ca. x 3) des IL-2-Gens und damit insgesamt zu einer 100fachen
Steigerung der IL-2-Produktion [13]. Das kostimulatorische Signal beeinflusst zwar nicht
die durch die T-Zell-Aktivierung initiierte FasL-Expression [30], fithrt aber durch Bildung
des apoptosehemmenden Faktors Bel-xy, 7 [31] zu einem (evtl. nur transienten [56]) Schutz
vor dem AICD.

Uber die Mechanismen der Inaktivierung® von T-Zellen besitzen wir bisher nur
bruchstiickhaftes oder spekulatives Wissen. Bekannt ist, dass T-Helfer-Zellen nach ihrer
Aktivierung in Alternative zu CD28 einen weiteren Rezeptor, ndmlich CTLA-4 expri-
mieren, der eine 20fach hohere Affinitéit fiir B7 besitzt als CD28. Eine Bindung iiber
CTLA-4 sendet der aktivierten T-Zelle ein negatives Signal und fiithrt u.a. zur Limi-
tierung der IL-2-Produktion [13]. Damit spielt CTLA-4 eine wesentliche Rolle bei der
Begrenzung der Immunantwort. Aber auch iiber die IL-2-Produktion selbst scheint ein
negativer Feedback-Mechanismus zu existieren. I1L-2, das als Wachstumssignal wirkt, hat
eine weitere entscheidende Wirkung auf T-Helfer-Zellen: Es sensibilisiert die T-Zelle fiir
die Fas-vermittelte Apoptose. Es gibt Hinweise darauf [55, 57], dass dabei die Dosierung
von IL-2 eine Rolle bei der Wirkung in Richtung Aktivierung (niedrige Dosierung fiihrt
evtl. zur Bel-2-Aktivierung [57]) oder Apoptose (hohe Dosierung fiihrt evtl. iiber Statb-
Transkriptionsfaktoren zur gesteigerten Expression von FasL [57]) spielt. Andere Auto-
ren [26] gehen von einer Signifikanz der zeitlichen Reihenfolge von IL-2-Exposition und
TCR-Aktivierung aus. Demnach fiithre IL-2-Exposition nach TCR-Bindung (z.B. durch
die endogene, mittels TCR-Signal ausgeloste IL-2-Produktion) zur Proliferation, wohin-
gegen die IL-2-Exposition vor TCR-Bindung (z.B. durch repetitive T-Zell-Stimulierung)
Apoptose auslose. So oder so ist davon auszugehen, dass eine repetitive oder langdau-

ernde TCR-Stimulation letztlich auch iiber IL-2-Wirkung zum AICD fiihrt, und dass

"Bel-xi, gehort zur Bel-2-Familie, welche Apoptose inhibiert [11].
87.B. im Rahmen der Beendigung der Tmmunreaktion, der peripheren T-Zell-Toleranz oder evtl. auch
der negativen Selektion (noch unreife T-Zellen).
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dabei der Mechanismus der Apoptoseinduktion iiber den Fas-Rezeptor nach Bindung des
Fas-Liganden ausgenutzt wird. Dass hierbei neben dem Rezeptor Fas auch der auslosen-
de Fas-Ligand von der Zielzelle selbst exprimiert wird, unterstreicht die Sonderrolle des
AICD als Form der Apoptose. Der weitere Ablauf der Apoptose wurde bereits in der
Einleitung (siehe Abschnitt 1.1 und Abb. 1.2) ausfiihrlich geschildert.

A.2 Vergleichbarkeit trotz unterschiedlicher Spontanraten

Bei den beiden in dieser Arbeit durchgefithrten Experimenten A und B ergaben sich
— wie bereits mehrfach erwéihnt — unterschiedliche spontane Apoptoseraten (d.h. ohne
spezifische Induktion), was einen direkten Vergleich der Messergebnisse zunichst nicht
zuliisst. In diesem Abschnitt sollen nun Uberlegungen dargelegt werden, wie die Apop-
toseraten nach Induktion ermittelt werden koénnen, die um die jeweils unterschiedliche
spontane Apoptoserate ‘bereinigt’ sind. Diese korrigierten Werte konnen dann quantitativ
zwischen den Experimenten A und B (siehe 3.2.1) verglichen werden.

Entstehung der spontanen Apoptoserate: Ungeniigende Wachstumsbedingungen
(z.B. ein relativer Mangel an Wachstumsfaktoren) fithren unter anderem, wie in Abschnitt
1.1.1 dargelegt, zur Apoptose und miinden ‘unterhalb’ des NFAT-abhingigen Abschnitts
in die Signal-Kaskade? ein, die schlieBlich zum Zelluntergang fiihrt.

Unabhéngigkeit zwischen spontaner und induzierter Apoptoserate: Bei Zugabe
der Antikérper («CD3 bzw. aFas) zur Induktion der Apoptose ist anzunehmen, dass diese
ihre Zielstruktur (CD3-Komplex bzw. Fas-Rezeptor) unabhdngig davon binden, ob die
zugehorige Zelle ruht, oder ob sie sich gerade in spontaner Apoptose befindet. Auch sollte
die apoptotische Signalkaskade an ihrem Anfang angestoflen werden kénnen, unabhdngig
davon, ob sie bereits weiter ‘unterhalb’ (spontan) im Gange ist. Die Hypothese ist daher,

dass sich die Zellen in folgende vier Populationen aufspalten (siehe Abb. A.1):
e apoptotische Zellen,

— die sich in spontaner Apoptose befinden und zusitzlich induziert wurden (‘A’)
— die sich in spontaner Apoptose befinden aber nicht induziert wurden (‘B’)

— bei denen Apoptose aus Ruhe heraus induziert wurde (‘C’)

e vitale Zellen (‘D’)

9Pro-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie werden u.a. an der Mitochondrienmembran lokalisiert,
setzen Cytochrom c frei und stofen so die proteolytische Kaskade an [6].
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Warum die iiberlebenden Zellen (‘D’) refraktér beziiglich einer Apoptoseinduktion sind,
sei in diesem Zusammenhang dahingestellt.' Wichtig ist zunichst nur, dass die nach
Induktion gemessene Anzahl an apoptotischen Zellen (grauer Flichenanteil in Abb. A.1)
sich aus den zwei Untergruppen ‘spontane’ (//// in Abb. A.1) und ‘induzierte’ (\\\\
in Abb. A.1) Apoptose zusammensetzt, wobei diese jedoch teilweise tiberlappen (doppelt
schraffierte Flache A in Abb. A.1).
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Abbildung A.1: Mengendiagramm (Fliche entspricht Zellzahl) zur Erlduterung des Zusam-
menhanges zwischen gemessener Apoptose und den beiden Formen ‘spontaner’ und ‘induzierter’
Apoptose unter der Annahme der Unabhiingigkeit dieser Apoptoseformen. Die Gesamtzahl der
Zellen zerfillt in folgende Untergruppen: spontan apoptotische Zellen, die zusitzlich induziert
wurden (A); spontan apoptotische Zellen, die refraktir gegeniiber der Induktion sind (B); initial
stabile Zellen, die dann induziert wurden (C); stabile Zellen, die refraktéir gegeniiber der Induk-
tion sind (D). Die beiden schraffierten Flichen (spontane bzw. induzierte Apoptose) iiberlappen
dabei um den Bereich A (doppelt schraffiert). Der graue Flichenanteil (A+B+C) entspricht dabei
der gemessenen Anzahl apoptotischer Zellen.

Berechnung der bereinigten Apoptoserate: An Hand des Gesagten und der Abbil-
dung A.1 lassen sich folgende Uberlegungen anstellen:
gemessen wird: ohne Induktion — A+B =: Apoptoserate spontan

mit Induktion — A4+B+C =: Apoptoserate indusiert

wissenswert ist: ohne Induktion — A+B =: Apoptoserate spontan

mit Induktion — A4+ C =: Apoptoserate vereinigt

10Beriicksichtigt man in einem komplexeren Modell Bindungs- und Auslésewahrscheinlichkeit der in-
duzierenden Antikorper getrennt, so stellt das hier dargelegte Modell den Sonderfall mit vollstandiger
Bindung dar.
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Einfache geometrische Uberlegungen mit Blick auf Abb. A.1 fithren zu folgendem Ansatz:

A:B=C:D=(A+C):(B+D) und

A+B+C+D=100%

Mit Hilfe einfacher mathematischer Uberlegungen lisst sich daraus die ‘bereinigte Apop-
toserate’ (in %) aus den gemessenen Grofien Apoptoserate spontan (in %, ohne Induktion)

und Apoptoserate indusiers (in %, nach Induktion) iiber folgende Formel berechnen:

Apoptoserate i, quziert — APOptoserate spontan

Apoptoserate pereinigt = - 100 [%]

100 — Apoptoserate gpontan
Dabei ist die Vorstellung — wie oben dargelegt — die, dass die ‘bereinigte’ Apoptoserate
die ‘wahre’ Apoptoserate nach Induktion darstellt (\\\\ schraffierte Fliche statt der
‘semessenen’ grauen Fliche in Abb. A.1), die alleinig auf die Induktion zuriickzufithren

ist und nicht mehr durch die spontane Apoptoserate verfalscht wird.

A.3 Abschitzung des relativen NFAT-Gehaltes der Zellen

Wie bereits in Abschnitt 3.3.2 dargelegt, ist eine quantitative Bestimmung der Menge an
unterschiedlichen NFAT-Faktoren (hier NFATc2 und NFATc3) — wenn auch nur relativ
zueinander — nicht nur praktisch, sondern bereits prinzipiell schwierig [49]. Zum einen
ist der (relative) Gehalt neben der Zellart in erster Linie vom Aktivierungszustand der
Zelle abhéngig, zum anderen sind die zur Erkennung und damit Bestimmung notwendigen
Antikorper (auf Proteinebene) bzw. Primer (auf mRNA-Ebene) naturgemif von einander
verschieden und daher zwangslaufig von unterschiedlicher Affinitéit zu ihrer jeweiligen
Zielstruktur. Der Versuch, den relativen NFAT-Gehalt (NFATc2 : NFATc3) trotz dieser
Einschrinkungen abzuschétzen, darf daher nicht iiberbewertet werden und ist nur als
grober Anhaltspunkt zu verstehen.

Aus der Veréffentlichung von RANGER ET AL. [37, Abb. 1] kann der Abdruck ei-
nes Northern-Blots entnommen werden, in dem unter anderem der Gehalt von NFATc1,
NFATc2 und NFATc3 aus ruhenden, wildtypischen T-Helfer-Zellen auf RNA-Ebene dar-
gestellt ist.

Fiir diese Arbeit wurde nun eine photometrische Analyse dieser Abbildung vorgenom-

men, um den relativen Gehalt NFATc2 : NFATc3 zu bestimmen. Zuerst wurde dazu der
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veroffentlichte Schwarz-Weifl-Abdruck des angegebenen Blots mittels Scanner!! digita-
lisiert und in den Computer eingelesen. Zur Quantifizierung der dargestellten Grauwer-
te — die ja die jeweilige NFAT-Menge reprisentieren — wurden aus den veréffentlichten
Banden jeweils identisch grofie Ausschnitte ausgewihlt und zunéchst mit dem Programm
“WinDIG 2.5”'2 ausgewertet. Dabei wurden durch dieses Programm die Grauwerte der
einzelnen Bildpunkte spaltenweise aufsummiert. Diese Daten wurden dann in eine
Tabellenkalkulation iibertragen, dort aufaddiert und schliefilich der Mittelwert iiber
die gesamte, ausgewéhlte Fliche gebildet.

Um nun diesem Mittelwert einen prozentualen Grauwert zwischen 100 % (schwarz)
und 0 % (wei}) zuzuordnen, wurde eine Eichtabelle mit 11 verschiedenen, definierten
Grauwerten ausgedruckt und dem selben, oben fiir den Blot dargestellten Verfahren un-
terworfen. So konnte fiir NFATc2 und NFATc3 jeweils fiir T-Helfer-Zellen vom Typ 1
und vom Typ 2 Mengenangaben relativ zueinander gewonnen werden, wobei wiederum
ein Mittelwert iiber die T-Helfer-Zell-Subtypen 1 und 2 gebildet wurde. Zusétzlich ergab
sich aus dem Eichvorgang eine Schitzung fiir die Genauigkeit des Verfahrens (jeweils +

6 %-Punkte). Damit konnten folgende Werte gefunden werden:

NFAT 2 | 3

relativer Gehalt H W% +4%|69%+4%

Die angegebenen Standardfehler ergeben sich dabei aus der geschitzten Genauigkeit des
Verfahrens (s.0.) und der Anwendung des Fehlerfortpflanzungsgesetzes [35].
Mit diesem Verhiltnis von NFAT ¢2:c¢3 = 90: 69 ldsst sich der relative NFAT-Gehalt

der T-Zellen ndherungsweise wie folgt angeben:

Zelltyp: NFAT 2t/ +e3t/t | 2 /3t | 27/ e37/F | 2/ 7c37/-
NFAT-Gehalt (c24+c3) || (90+69) % 69 % /269 % 0%
NFAT-Gehalt normiert 100 % B%BE5% 2% +4% 0%

Dabei wurde in der letzten Zeile dieser Tabelle eine Normierung fiir den Gesamtgehalt der
T-Zelle an NFATc2 + NFATc3 zu 100 % vorgenommen. Die angegebenen Standardfehler
beriicksichtigen mittels Fehlerrechnung sowohl die Umformungen, um den NFAT-Gehalt
des jeweiligen Zelltyps anzugeben, als auch die durchgefithrte Normierung. Die Werte

dieser Tabellenzeile wurden in Abschnitt 3.3.2 angegeben und verwendet.

""Epson Perfection 1240U mit 300 dpi
12¢Freeware’ aus dem Internet
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A.4 Messwerttabelle und Fehlerrechnung

Messwerttabelle
Experiment A B A B A A B
" Apoptoserate spontan aHarm aFas aCO3 Induktion
WY £mn
] Bh | 22 58 | == 4| 19 3 | 2z & 10 27 235 1o 1o o
o2 +H+ 12h 23 5 20 5 50 35 50 35 100 60 58 100 100 0
c3 +H+ 24h 32 15 28 13| 83 75 78 66 100 85 82 100 100 0
Mittelwert 48h o2 33 a7 32' 88 75 g9 77100 75 B3 100
" alE B B Bl
. ildtyp-Tiere verwendet. In den
24h L = =] fl Lo wd links YSFt]ehenclen Eintragen sind
4gh |50 53 EE |90 50— |die Werte dieser Tiere getrennt
Tier 2 Eh an | a3 | 18 a7 g . |angegeben, in den jeweils dar
12h 73 71 50 15 79 ~ |lber stehenden Abschnitten
24k 35 13 86 80 69 i s?nd die Mittelwerte Ober beide
A5h 0 B = = e Tiere angegeben.
1 Bh | 2= 6 | 25 3 | 24 o | 21 4 50 15 o 4] zm 1z
o2 -~ 12h 19 4 19 3 56 46 25 720 28 25 43 3 g
3 +H+ 24h 28 9 33 9 88 83 44 22 32 52 47 57 39 g
458h 45 22 45 22 89 80 45 ] 0o 38 2 &)
1% Bh | = s 1 - 31 - N - - | IR
o2 -~ 12h - 3 - 3 - - - - - 4 11 19 " 5
c3 -f+ 24h o 5 o [ o = o = = 20 16 20 20 ]
48h - 16 - 16 - - - - - 13 -4 -5
2 Bh | =5 S J 1 2 5 | =3 5 &3 - - 1 2 1
o2 -~ 12h 29 - 29 - 25 -6 28 -1 3 - - - B 5
o3 -~ 24h 36 - 30 . 87 80 44 13 19 - - E g g
48h 45 - 45 - 50 82 45 2 3 - - -
Zelltyp
i 5 = o
2 T = Y
: 2% S
> 5 =
o = T

Angegeben ist die Apoptoserate in % fir die unterschiedlichen Messzeitpunkte (in h) in
Abhangigkeit des Zelltyps (Knock-out-Grad) und der Induktionsart. In schwarzer Schrift
wurden die Rohdaten angegeben, in roter Schrift die um die spontane Apoptoserate
bereinigten Werte (siehe Abschnitt A2) und in griner Schrift die breinigten wod nor-
mierten Werte. MWY steht fir den Mittehwert der letzten (grinen) YWerte ber
unterschiedliche Messzeitpunkte (alle; ohne Bh-Wert; ohne Bh- und 48h-WWert).

apaas alfIUIEIag pun apaILIoU
[SF+TL F OpHFTHTL f BFHPTHT L+D)
apjundyazssag Jaqn Uamaiip

Abbildung A.2: Messwerttabelle fiir die Experimente A und B. Zur Legende sieche Abbildung.

In Abbildung A.2 sind die Messwerte aus beiden Experimenten A und B angegeben,
zusitzlich auch die um die spontane Apoptoserate bereinigten Werte (in rot, siehe Ab-

schnitt A.2), sowie die Ergebnisse der Normierung dieser Werte (in griin) auf den Gesamt-
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gehalt an NFATc2 + NFATc3. Am rechten Rand (in griin) sind noch die Mittelwerte iiber
die verschiedenen Messzeiten aufgetragen, wie sie in Abb. 3.6 verwendet wurden (inkl.
der zugehorigen Standardfehler).

Genauigkeitsabschitzung einer Einzelmessung: Als Abschéitzung der Standard-
abweichung [40] (Schwankungsbreite einer Einzelmessung) konnen die Ergebnisse der
Wildtyp-Experimente herangezogen werden.

Es kann eine Abschitzung einer intra-individuellen Schwankung angegeben werden
(zwischen spontanen Werten und nach Stimulation mit dem inerten a«Ham-Antikérper),
dabei ergibt sich ein Standardfehler von o0 = +£5% (als nachtriglicher Mittelwert iiber
die beide Wildtyptiere in Experiment A).

Eine Abschitzung der inter-individuelle Schwankungsbreite ergibt sich aus dem Ver-
gleich der Messwerte der beiden Wildtyptiere untereinander zu o = +4 % (als nachtrigli-
cher Mittelwert iiber die beide Stimulationsarten ‘spontan’ und ‘eHam’).

Es bietet sich an, das Maximum dieser beiden Werte fiir die Abschéiitzung des Stan-

dardfehlers einer Einzelmessung zu nehmen. Daher ergibt sich der folgende Wert:
O Einzelmessung — +5%

Fehlerrechnung fiir die ‘Bereinigung’ der spontanen Apoptoserate: Zur Ver-
einfachung der Schreibweise wird die Formel von Seite 52 mit folgenden Abkiirzun-
gen geschrieben: z; = Apoptoserateg,ontan, Ti = Apoptoserateinquzierts f(Zs,Ti) =

Apoptoserate pereinigs - E8 ergibt sich also:

Ty — Ts

) =100 —— 2=
f(@s,zi) 100 — 2,

Op, =0g; =20, =5%

8

Mit Hilfe des Fehlerfortpflanzungsgesetzes [35] ergibt sich iiber die partiellen Ableitungen

von f die folgende Formel fiir die Varianz o der bereinigten Werte:

— 42
- Ubereinigt

0 sy 2 0 5y by 2
o (Yommd) g (lear)t s
2 02
100 — z (100 — z4)?
Fehlerrechnung fiir die Normierung der ‘bereinigten’ Werte: Die ‘bereinigten’

Apoptoseraten der Wildtyptiere (z,:) sollen hierbei als Referenzwert (100 %) dienen.

Die entsprechenden Werte der verschiedenen Knock-out-Tiere (zj,) sollen dabei nach
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folgender Formel umgerechnet werden:

Tko A 52 =of(wt) A ngozag(ko)

Apoptoserate ;o miert = 9(Tko, Twe) = 100 - .
wt

Fiir die Varianz dieser normierten Werte ergibt sich wieder iiber das Fehlerfortpflan-

zungsgesetz folgender Ausdruck:

2 (ag(xkoaxwt)>2 L2 + (ag(kaxwt)>2 2

g : = e

normiert axko Tho 8xwt Tt
2 2
100 Tko
— i . 02 4 02 ko
- Tko Twt
Lt Lt

Fehlerrechnung fiir Mittelung iiber die Messzeitpunkte: Schlieflich bleibt noch
die Mittelwertbildung (MW) aus den normierten Werten iiber die verschiedenen Mess-
zeitpunkte zu beriicksichtigen, die zum Vergleich mit dem NFAT-Gehalt der T-Zellen
vorgenommen wurde. Die Anzahl der dazu herangezogenen Messwerte (z;) soll dabei

mit n bezeichnet werden (n = 4 oder 3 oder 2; der Laufindex j geht also von 1 bis n).

1 & 5 5 . .
Apoptoserate \jyw = h(z;) = o Za:j A 0% = Onormiert (zum Zeitpunkt’ j)
j=1

Die Varianz dieser Mittelwerte berechnet sich nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz zu:

2./ On(z;)\?
Ul%/[W = Z( 8$]]> .0.3%']'

j=1
1\° &
- () 2
i=1
Berechnung des Standardfehlers aus der Varianz: Aus der angegebenen Varianz o2
lasst sich die Standardabweichung o (‘Genauigkeit’ der Einzelmessung) durch Bildung der
Quadratwurzel ermitteln. Der Standardfehler & (‘Genauigkeit’ des Mittelwertes) ergibt

sich hier aus der Standardabweichung mittels Division durch /n:
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Anhang B

Material und Methoden

B.1 Material

B.1.1 Geratschaften

Autoklav .. Stiefenhofer
Brutschranke ........... i e Nunc, Heraeus
Eismaschine . ... e e Genheimer
FACScAn ... Becton Dickinson
Gefrierschrinke (-20 °C; -70°C) ............... Privileg, Bosch, Liebherr, Heraeus
Kiithlzentrifugen ....... ... Heraeus
Lichtmikroskope ... Olympus, Leica
Mikroliter-Pipetten ............oo i Eppendorf, Brand
Mikrozentrifugen . ... ..... ... i Eppendorf
PH-Meter ... e Ingold, Hartenstein
Pinzetten . ... ... e Hartenstein
Rotoren (JA-10, JA-14) .o Beckman
Schiittelinkubator ......... ... ... oL Hartenstein, New Brunswick
Sterilbank ... ... Heraeus, Gelaire
Ultrazentrifuge ..........oiiii Beckman
VOrteXer ..ot e e Hartenstein
Waage Precisa 300 MC ... Sartorius, Hartenstein
Wasser-Entsalzungsanlage (MilliQ-Plus) ...t Millipore
Zahlkammer (Neubauer improved) ..............ooiiiiiiiiiiiiinan... Brand
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B.1.2 Verbrauchsmaterialien

1,56 ml Reaktionsgefifle ....... ... oo Sarstedt, Eppendorf
2 ml Reaktionsgefifle ... ... .o Eppendorf
6-well Gewebekulturplatten .......... .. ... ... L, Greiner bio-one
12-well Gewebekulturplatten ........... .. .. ... . o il Greiner bio-one
24-well Gewebekulturplatten ............ .. ... ... ..., Greiner bio-one, Falcon
15 ml/50 ml Polypropylenréhrchen ........................ Greiner bio-one, Nunc
Einmalspritzen (1 ml, 10 m1, 20 ml) ...... . ...t Hartenstein
FACS-ROhrchen . ... e Hartenstein
Gewebekulturflaschen (50 ml, 250 ml, 500 ml) ................... Greiner bio-one
Gewebekulturschalen (60 mm, 90 mm) ................... Falcon, Greiner bio-one
GLASWATEIL .« .ottt et e e e e e e e e e e Schott
Pipettenspitzen .........o i Eppendorf
Serologische Pipetten ....... ... Sarstedt
Skalpellklingen (steril) .............c.o it Hartenstein
Sterilfilter (0,2 pm/ 0,45 pm) ......ooiiiiiiii Schleicher & Schuell
Zellsiebe (70 pm) ... Falcon, Laborbedarf Schubert

B.1.3 Reagenzien

Annexin-V-FLUOS ... . e Boehringer
B-Mercaptoethanol ....... ... . i Carl Roth
BSA Fraktion V (Rinderserumalbumin) ...................cooia.L. Carl Roth
Ethanol (CoH5OH) ... Carl Roth
FCS (Fetales Kélberserum) ............cooiiiiiiiiiiininiinianann... Gibco BRL
Hepes; N-(2-OH-Ethyl)Piperazin-N’-(3-Propansulfonsiure) Carl Roth, Gibco BRL
Interleukin-2, murin (rekombinant aus E.coli) ........................ Calbiochem
Kaliumchlorid (KCI) ... Sigma-Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat (KHoPOy) ..ot Sigma-Aldrich
Kalziumchlorid (CaCly) ....o.iuiii e Carl Roth
L-Glutamin .. ... Gibco BRL
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e Magnesiumchlorid (MgCly) ..o Carl Roth
e MEM (Non-essential amino acids, 100x) ...............ooiiiiin.... Gibco BRL
e Mouse CD4 Cell Recovery Column Kit CL111-5 ...t Cedarlane
e Natriumazid (NaNgz) ... Merck Eurolab
e Natriumchlorid (NaCl) ... ... Carl Roth
e Natriumhydrogenphosphat (NaH,PO, - 7Hy0) ................ .. Merck Eurolab
e Natrium-Pyruvat (C303H3Na, 100 mM) ...............ooiiiia... Gibco BRL
e Penicillin (10.000 TU/ml) ... Hoechst
© RPMI 1640 ... e e e Gibco BRL
e Salzsiure (HCL) ... Merck Eurolab
e Streptomycinsulfat (10 mg/ml) ... Hoechst
e Tris (2-Amino-2-(Hydroxylmethyl)-1,3-Propandiol) .................... Carl Roth
o Trypanblau 0,1 %0 . ..ovinii Gibco BRL
e Via-Probe (7-Amino-Actinomycin D = 7-AAD Viability Probe) ..... PharMingen
o X-VIVO 10 o e BioWhittaker

B.1.4 Losungen, Puffer und Ndhrmedien

Alle Chemikalien wurden in bestmdglichem Reinheitsgrad von den jeweils angegebenen
Herstellern bezogen. Alle Losungen wurden mit doppelt destilliertem bzw. deionisiertem
(Millipore-Filter) Wasser bereitet und anschliefend entweder autoklaviert oder sterilfil-

triert. Die Lagerung erfolgte in der Regel bei Raumtemperatur (RT).

e Tris/HCl-Stamml6sung (1,5 M)

= ES o 181,7 g/1
—HCl ..o pH-Wert mit 1 M Losung auf 8,5 eingestellt
e PBS (10x)
— NaCl .o 80 g/1
— KO 2 g/l
— Ay o 1 g/l
= Mgy e 1g/l
— NaHoPO, - THoO oo 26,8 g/1
— KH POy o 2,4 g/l
—HCl ..o pH-Wert mit 1 M Losung auf 7,4 eingestellt
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e PBS (1x)
= PBS (10X) +eee et 100 ml/1
e PBS —Ca?t /-Mg?+ (10x)
— NaCl oo 80 g/1
— KO 2¢g/1
— NaHoPOy, - THoO oo 26,8 g/1
— KH POy o 2,4 g/l
—HCL .. pH-Wert mit 1 M Losung auf 7,4 eingestellt
e PBS —Ca?t /-Mg?+ (1x)
— PBS —Ca?t /-Mg?2t (10X) ..oviiriiiiiii e 100 ml/1
e Antikorper-Beschichtungspuffer fiir Gewebekulturgefifie
— Tris/HCL (pH 8,5) 1,5 M ..ot 33,3 ml/1
e Annexin-V-Bindepuffer (pH 7,4)
— Hepes (DH 7,4) 1 M ..o 10 ml/1
— NaCl b M o 28 ml/1
— KOl L M o 5 ml/1
— MgCly 1 M o 1 ml/1
— Cally 1 M o 2,5 ml/1
e FACS-Waschpuffer (pH 7,4)
— PBS (1%, pH 7,4) oo 500 ml
— BSA Fraktion V ..o 0,6 g
— O e 25 ml
— NaN3 (10 00) « oot 1 ml
e Nihrmedium: ‘komplettes RPMI 1640’
— RPMI 1640 ... e e 500 ml
— B S 10 %
— L-Glutamin (200 mM) ... 5 ml
— Penicillin . ... e 30.000 TU
— Streptomycinsulfat ... 30 mg
— [-Mercaptoethanol (50 mM) ............. i 500 pl
e Nihrmedium: ‘komplettes X-VIVO 15’
— X-VIVO 15 o 500 ml
— B O S 10 %
— L-Glutamin (200 mM) ... 5 ml
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— Penicillin . ... 30.000 TU
— Streptomycinsulfat ...... ... 30 mg
— [-Mercaptoethanol (50 mM) ... 500 pl
— Natrium-Pyruvat (100 mM) ... 5 ml
— Hepes (1 M) oo 5 ml
— MEM (Non-essential amino acids, 100X) ..., 5 ml

B.1.5 Antikorper

Es wurden uns gereinigte monoklonale Antikérper gegen murines CD3' und CD28 von
Frau PROF. DR. A. ScHIMPL (Institut fiir Virologie und Immunbiologie der Universitit
Wiirzburg) zur Verfiigung gestellt, die von den gleichen Klonen stammten, wie die von

der Firma PharMingen vertriebenen. Kduflich erworben wurden folgende Antikérper:

e gegen murines CD3!(145-2C11) aus armenischem Hamster .......... PharMingen
e gegen murines CD28 (37.51) aus syrischem Hamster ................ PharMingen
e gegen murines Fas (CD95, Jo2) aus armenischem Hamster .......... PharMingen
e gegen Armenisches-Hamster-IgG aus Ziege ...............ccoooiiiin... Dianova

B.1.6 Zellen

Primére CD4-positive T-Zellen wurden aus den Lymphknoten von wildtypischen Balb\c
M#usen oder von Balb\c Méusen, die defizient fiir NFATc2 [12, 44] bzw. NFATc2 und
NFATc3 (c37/* bzw. ¢37/7) [36] waren, gewonnen (zum praktischen Vorgehen siehe
Abschnitt B.2.1).

B.1.7 Hersteller und Vertreiber

e Beckman ... Palo Alto, CA, USA
e Becton Dickinson ............o i San Jose, CA, USA
e BioWhittaker Inc. ....... ... Verviers, Belgien
e Boehringer ......... ..o Mannheim, Deutschland
e Bosch: Robert Bosch GmbH ..................... .. ... Stuttgart, Deutschland
e Brand GmbH 4+ Co. KG ......... ... ... ... ... Wertheim a.M., Deutschland
e Calbiochem-Novabiochem AG .......................... Bad Soden, Deutschland

'genauer: gegen die e-Untereinheit
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e Carl Roth GmbH + Co. ... Karlsruhe, Deutschland
e Cedarlane .......... ..o Hornby, Ontario, Kanada
® Dianova ... Hamburg, Deutschland
e Eppendorf ... .. . Hamburg, Deutschland

e Falcon (BD Biosciences) ..Heidelberg, Deutschland; Boston, Massachusetts, USA

e Gelaire Flow Laboratories ............ ... o i, Opera, Italien
e Genheimer GmbH ......... .. .. .. .. Hettstadt, Deutschland
e GibcoBRL Life Technologies ................. Karlsruhe/Eggenstein, Deutschland
e Greiner bio-one ...... ...t e Frickenhausen, Deutschland
e Hartenstein ......... . ... . i Wiirzburg, Deutschland
e Heraeus ... e e Hanau, Deutschland
e Hoechst AG (Aventis) ...........cooviiiniiiininan... Frankfurt a.M., Deutschland
e Ingold (Merck Eurolab) .................cooiiiiats. Darmstadt, Deutschland
e Laborbedarf Schubert ......... ... ... ... .. L. Wackersdorf, Deutschland
e Leica Microsystems AG ...... ..., Wetzlar, Deutschland
e Liebherr Hausgerdte GmbH ......................... Ochsenhausen, Deutschland
e Merck Eurolab (VWR International Inc.) ............... Darmstadt, Deutschland
e Millipore GmbH ...... ... ... .. . . Eschborn, Deutschland
e New Brunswick Scientific ........... ... ... oL, New Brunswick, NJ, USA
© NUNC ..ttt e Wiesbaden-Biebrich, Deutschland
e Olympus Optical GmbH ........ .. .. .. ... ... ... ... Hamburg, Deutschland

e PharMingen (BD Biosciences) ....Heidelberg, Deutschland; San Diego, CA, USA

e Privileg, Quelle AG ... ... Fiirth, Deutschland
e Sarstedt ... Niirnbrecht, Deutschland
® SArtOTIUS ..ttt Gottingen, Deutschland
e Schleicher & Schuell GmbH .......... ... ... ... .......... Dassel, Deutschland
e Schott-Glas ... Mainz, Deutschland
e Sigma Aldrich ....... ... Taufkirchen, Deutschland
e Stiefenhofer C. GmbH ........ .. .. ... .. Peiting, Deutschland
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B.2 Methoden

B.2.1 Gewinnung und Aufreinigung der CD4"-T-Lymphozyten

Lymphknotenentnahme: 6-8 Wochen alte Miuse (siche Abschnitt B.1.6) wurden
durch Genickbruch getotet, und Lymphknoten cervical, axilldr, inguinal, paraaortal und
mesenterial unter einer Sterilbank entnommen. Die Lymphknoten wurden kurzfristig mit
Ethanol (70 Volumen-%) benetzt, bevor sie in sterile Gewebekulturschalen mit RPMI
1640 (4°C, auf Eis) {iberfithrt wurden.
Zellgewinnung: Anschlieflend wurden die Lymphknoten unter Spiilung mit RPMI 1640
durch ein Zellsieb (70 um) gerieben, das Eluat wurde 7 min zentrifugiert (200x g, 4°C),
anschlieend in 2 ml PBS mit 2 % FCS resuspendiert und die Zelldichte (ca. 2x 107 /ml)
mittels Zadhlkammer (Trypanblau-Farbung) bestimmt.
Aufreinigung: Nach zugehoriger Anleitung erfolgte im unmittelbaren Anschluss die
Aufreinigung zur Gewinnung der CD4"-T-Zellen iiber Siulenchromatographie (jeweils
eigene Sdule pro Maus) mit Hilfe des “Mouse CD4 Cell Recovery Column Kit CL111-5”
unter weiterhin sterilen Bedingungen, wobei als Puffer PBS mit 2 % FCS (die Zugabe
von FCS erhoht die Ausbeute an CD41-Zellen) verwendet wurde.

Das Eluat der Sdulenchromatographie wurde im letzten Waschschritt in Experiment
A mit ‘komplettem RPMI 1640’ und in Experiment B mit ‘komplettem X-VIVO 15’
Medium aufgenommen. Im Weiteren ist bei der unspezifizierten Verwendung des Begrif-
fes ‘Medium’ je nach Experiment A oder B das entsprechende, eben genannte Substrat

gemeint.

B.2.2 Stimulation und Expansion

Vorbereitung: Zur Vorbereitung der T-Zell-Stimulation wurden Gewebekulturplatten
mit aCD3-Antikorpern beschichtet. Dazu wurden diese Platten nach folgendem Sche-
ma mit jeweils 1 ml der entsprechenden Antikérperlésung (in 50 mM Tris/HCI, pH 8,5)
pro Kavitiat beschickt: Zuerst Inkubation mit dem ersten Antikorper (aus Ziege) gegen
Armenisches-Hamster-IgG (= aHam, 30 pg/ml), der an den Plattenboden bindet, fir
24 h bei 4°C unter leichtem Schiitteln. Dann Entfernen des Uberstandes, zweimaliges
Waschen mit RPMI-1640-Medium. Nun erneute Inkubation iiber 24 h bei 4 ° C unter

leichtem Schiitteln nach Zugabe des zweiten Antikorpers (aus armenischem Hamster)
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gegen murines CD3 (5 pg/ml)?, der durch den ersten Antikérper am Plattenboden fi-
xiert wird. SchlieBlich erneutes Entfernen des Uberstandes und zweimaliges Waschen mit
RPMI 1640.

Stimulation: Auf die so mit «CD3 beschichteten Gewebekulturplatten wurden die
CD4+-T-Zellen (ca. 107 pro verwendeter Maus) iiberfiihrt (500 ] mit ca. 10°-10° Zellen
pro Kammer) und 3 Tage mit 16slichem aCD28-Antikérper (10 pg/ml in entsprechen-
dem ‘Medium’ je nach Experiment A oder B) unter Zusatz von rekombinantem IL-2 (100
pg/ml) stimuliert (37°C, 5 % CO,-Atmosphére und 95 % Luftfeuchtigkeit). Zwischenzeit-
lich Ergidnzung von ‘Medium’ mit IL-2 in der urspriinglich zugegebenen Konzentration.
Expansion: Nach 3 Tagen dann Uberfithrung der Zellen aus je 2 Kammern in ein 50-
ml-Roéhrchen, Nachspiilen mit je 1 ml ‘Medium’ pro Kammer und Zugabe von 10 ml
‘Medium’. Dann Zentrifugieren (200 x g, 5 min, RT) und Resuspendieren des Zell-Pellets
in 2 ml ‘Medium’. Zugabe von IL-2 in der initialen Konzentration (100 pg/ml). Nach
Ausbringen von je 500 pl pro Kavitit Expansion der Zellen iiber 4 weitere Tage (37°C,
5 % CO 9-Atmosphire und 95 % Luftfeuchtigkeit). Zwischenzeitlich téiglich Ergéinzung
von ‘Medium’ mit IL-2 in der urspriinglichen Konzentration und einmaliges ‘Splitten’ der

Zellen von jeweils einer auf je zwei Kammern.

B.2.3 Induktion und Messung der Apoptose

Vorbereitung: Zur Vorbereitung der Apoptose-Induktion wurden, wie im ersten Absatz
des letzten Abschnittes beschrieben, Gewebekulturplatten teils mit «CD3- und teils mit
aFas-Antikorpern (jeweils gebunden iiber aHam-Antikorper) beschichtet (s. Abschnitt
B.2.2).

Induktion: Aus je zehn Kammern wurden die Zellen ‘geerntet’, in ein 50-ml-Réhrchen
iiberfithrt und mit RPMI 1640 bis auf 25 ml aufgefiillt. Dann erfolgten die Bestimmung
der Zelldichte (Zdahlkammer), einmaliges Waschen (200 x g, 5 min, RT) und Einstellen der
Zelldichte auf ca. 10°/ml durch Zugabe von RPMI 1640 (auf ca. 45-50 ml). Anschliefend
wurden die Zellen auf den vorbereiteten Gewebekulturplatten ausgebracht (pro Kavitét
500 pl, ca. 10° Zellen/ml), so dass fiir jede Zellart (d.h. fiir jede Maus mit unterschiedli-
chem ‘Knock-out’-Grad) und fiir jeden Messzeitpunkt (6 h, 12 h ,24 h und 48 h) jeweils

die unterschiedlichen Induktionsarten der Apoptose (keine, nur a«Ham, aFas (bei Expe-

2oder zur Apoptoseinduktion spiter (siehe ersten Absatz in B.2.3) analog statt aCD3- mit aFas-
Antikérpern in derselben Konzentration
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riment A) und «CD3) vorgenommen wurden, also in Experiment A 4x4x4 =64 und in
Experiment B 3x4x3 =36 Kammern befiillt wurden.
Fiarben: Zu den angegebenen Zeitpunkten (jeweils 6, 12, 24 bzw. 48 h nach Induktions-
beginn) wurden dann aus der entsprechenden Kammer die zugehorigen Zellen ‘geerntet’
und erst mit kaltem PBS und dann mit Annexin-V-Bindepuffer gewaschen (200 x g, 5 min,
RT). Danach wurden die Zellriickstinde mit je 2,5 ul Annexin-V (und bei Experiment B
zeitgleich mit derselben Menge an 7-AAD) fiir 15 min inkubiert (RT, im Dunkeln), bevor
dann 250 pl Annexin-Bindepuffer zugegeben wurden.
Messung: Die ‘gefirbten’ Zellen wurden in spezielle FACS-R6hrchen iiberfithrt und am
FACScan (Institut fiir Virologie und Immunbiologie der Universitiat Wiirzburg) gemessen.
Dabei wurden ohne Verwendung eines ‘Gates’ bei Ringstellung ‘6’ pro Réhrchen 20.000
Zellen analysiert und die Parameter FSC-H, SSC-H, FL2-H (orange, 542-585 nm) und
FL3-H (rot, >650 nm) aufgezeichnet.

Die weitere Auswertung erfolgte mittels der Software ‘Cellquest’ (Macintosh-Compu-
ter), teilweise ergiinzt durch die ‘Freeware’ WinMDI 2.5 (IBM-PC), und wurde in Kapitel
3, speziell im Abschnitt 3.1 beschrieben.
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Anhang C

Abkiirzungsverzeichnis

L PP Zunahme
L PP Abnahme
L ungefihr (gleich) (viel)
L e homozygot bei Vorliegen beider Allele
L A heterozygot bei Vorliegen nur eines Allels
© -/ homozygot bei Fehlen beider Allele des so gekennzeichneten Gens
O (Uit tt e alpha; Anti-
e aCD3 ...l Antikorper gegen CD3 (e-Untereinheit) der Maus
e aFas ... Antikorper gegen Fas der Maus
e aHam ............ AK gegen armenisches-Hamster-IgG (adhéiriert an Kunststoff)
e T-AAD ...l 7-Amino-Actinomycin D (firbt nekrotische Zellen)
o A e Abbildung
0 A G Antigen
o ATCD .o Activation Induced Cell Death
o A Antikorper
o Annexin-V ... e farbt apoptotische Zellen
o AP-l Activator Protein 1
e APC ... professionelle Antigen-présentierende Zelle
o AP -1 e = Fas = CDY5
e BSA ... Bovine Serum Albumine (Rinder-Serum-Albumin)
L Grad Celsius
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O G ottt circa
® a8 PASE ettt Cystein-Aspartase
o O o Cluster of Differentiation
® CDI5 (Fas) .ot CD95 (Rezeptor)
o CDISL (FasL) ...ooieniii e CD95-Ligand (Fas-Ligand)
0 S A Cyclosporin A
O Tag(e)
o DAG Diazylglyzerin
e DNA ... ... ... Desoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinséure

)
e FACS ............... .. Fluorescence Activated Cell Sorter (Durchfluzytometer)
o Fas L. Fas-Rezeptor (= CD95)
o Fash ... Fas-Ligand (= CD95-Ligand)
e FCS ... Fetal Calf Serum (Fetales Kélberserum)
e FL1-3 ........ ..., Fluoreszenz Typ 1-3 (unterschiedliche Frequenzbereiche)
e FL2-H ................. FL2-Height (hoch — Annexin-V gebunden — Apoptose)
e FL3-H ..., FL3-Height (hoch — 7-AAD gebunden — Nekrose)
e FSC o forward scatter (Vorwiérts-Streulicht)
e FSC-H ..o FSC-Height (hoch — grofie Zellen)

e g .... Gramm; mit vorangestelltem Multiplikator (z.B. 200 x): Erdbeschleunigung

L < gegebenenfalls
O D Stunde(n)
o H oo Height (z.B. FSC-H oder FL2-H)
e HEPES ... ... ... ... .. ... N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-ethansulfonsiure
o LA R, in der Regel
o TNy Lo Interferon Gamma
O g e Immunglobulin
o KK e IxB-Kinase
o I Interleukin
o TL-2-R ..o Interleukin-2-Rezeptor
o Ikl inklusive
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o TP Inositoltrisphosphat
o TU e internationale Einheiten
© KA o e kilo-Dalton
o Ick ... lymphoid T cell protein tyrosine kinase
O KO, e knock out
e MHC ... . Haupthistokompatibilitdtskomplex
® TIHITL Lttt e e e e e Minute(n)
L 0 PP Milliliter
L P Mikroliter
O I e millimolar
e mRNA ... Messenger-RNA (Boten-RNA)
o MW Mittelwert
o NFAT .o Nuclear factor of activateted T cells
e NFrB ..o Nukleéirer Transkriptionsfaktor kB
@ TIITL ottt ettt e e e e e e e e e e e Nanometer
@ D Wahrscheinlichkeit fiir den Fehler 1. Art (Signifikanzniveau)
e POR .. Polymerase-Ketten-Reaktion
O D it e e e e Picogramm
e PIP, oo Phosphatidylinositolbisphosphat
e Reg. ... regulatorischer Bereich (im NFAT-Gen)
e RNA .. Ribonucleic acid (Ribonukleinséure)
o RO D Rel-similarity domain
o R e Raumtemperatur
@ B it e siehe
L Seite(n)
® 0 Standardabweichung (Quadratwurzel der Varianz)
O 0 e e Standardfehler
8 S0 Lt e sogenannt (e)
o SP Serin/Prolin-Phosphorylierungsbereich
e SSC o sideward scatter (Seitwirts-Streulicht)
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e SSC-H ... SSC-Height (hoch — hohe Granularitét)
L - 1 o P Tabelle
o DA D Transaktivierungsdomaéne
o INF Tumornekrosefaktor
e TNFRI ... e Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1
o DO R T-Zell-Rezeptor
o well ... Kammer (Kavitit) einer Zellkulturplatte
O W wildtyp oder wildtypisch
o ZAP-TO .o (-assoziiertes Protein von 70 kDa
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